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序章
現在, ･日本人 の 死 亡 率の 第 一 位は悪性腫癌 (痩), 第二位 は脳 血管障害 (脳
梗塞など) , 第三位は 心疾患で あり, 生活習慣病と い われる動脈硬化症を基盤
に して 起 こる脳血管障害, 心疾患の 比率は著 しく高い . 血栓によ っ て引き起 こ
され る脳血管障害と心疾患の 死亡率 を合わ せ る と癌の 死 亡率を上回り, 死亡者
の 約 3 人に 1 人は 血栓が原因で 死亡 して い る こ とに なる . さらに癌にお い て も
血栓が形成され る こ とがあり, それ が死 の直接の 原因 になっ て いる こ(ともある .
そ の ため, 血栓症 の 予防 ･ 治療は緊急か つ 重要 な課題 とな っ て い る 【1】.
19世紀末, Vir cho w は Vircho w's Triad と呼ばれ る 三大要E軌 1)血流の変化,
2) 血液成分の変化 , 3) 血管壁 の変化が血栓形成に関与 して い る こ とを報告 した
が , こ の概念は現在もなお強く支持され て い る . そ して , こ れ らは お互 い に摩
按 に影響 し合い , 病 的血栓形成に至る の で ある . 病的血栓形成は, 種々 の 原 因
で 血管内皮細胞 の 剥離脱落, ある い は連続性 の欠落, さらには 内皮細胞 の障害
により血小板が内皮下組織に粘着す る こ と か ら始まる . 例 えば動脈血栓は動 脈
硬 化 を基盤と して惹起され る . 動脈硬化巣で は, 血管に狭窄が生 じ, そ の 下流
に乱流 ･ 渦流が 出現 し, 血管の収縮に伴 い 内皮細胞 の 脱落, 剥離が起 こ り , 蘇
出 した内皮下組織 - の 血小板粘着に始ま る血小板血栓が形成され るようになる .
土の ように , 血小板は動脈血栓形成初期に中心的な役割を演 じて い る .
血小板研究の歴史は比較的新 しい . 血液中 の有形成分と して赤血球は 17世紀
に , 白血球 は 18世紀にすで に知られ て い た . しか し, 第3 の有形成分と して の
血小板に は 19世紀初頭ま で誰も気付 い て い なか っ ･た . それ は , 直径 が約<2- 4pm
で あ る血 小板を発見するに は, 当時の 顕微鏡の解像力は低か っ たか らで ある .
1842年, Do n nは 赤血球と白血球とは別 の第 3 の 成分と して , 大きさが3･3 ド甲
の 乳び小球ように見 える小体を報告 した . 18 74年 Oslerが｢血小板は血管内で散
在 して い るが , 血管外 で は突起を出して お互 い にく っ つ い て塊を作る+ と報告
した . 1878年, 日aye m は ｢血小板は両凸の 円盤状で あり, 採血 され た
'
ば かり の
時 は互 い に分離 して い るが , 採血後はそ の 形態を変えて凝集 し,
1
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と反応する傾向がある+ と･述 べ , その 役 割は血液の凝固と血餅 の 退縮にあると
した∴また, 紫斑病が血小板の減少により惹起される こ とが示 され , 20世紀初
頭まで には血小板が止 血 に関与 して い る こ とが明らか に さ
,
れた . さらに , 1906
午, Wright は血小板が骨髄巨核球 の 胞体より形成される こ とを報告 した. しか
し, 血小板に昧細胞核が無 い こ と か ら, 単なる 死 せ る細胞 の 断片で ある とみな
され て い た . 血小板が活発に生きて い る細胞 で ある こ とが認 められたの は 195 0
年以降と比較的最近 の こ とで あり , それ 以降血小板の 研究が盛 ん に な っ た . さ
らに , 1962年に Bo m と o'Brie nがそれ ぞれ独 立に , 濁度を利用 した血小板凝集
計を発表 した . こ れ は , 従来不可能 で あ っ た血小板凝集 の 時間的経過 の 定量的
測定をは じめ て 可能 に した もの と して , こ の 血小板凝集計 は血 小板研究史上画
期的な発明 で あ っ た ･ 同時期に adeno sin edipbo sphate(A D P)が 血′J＼板を強く活性
化する ことが 発見 され たが , そ の他 の 種 々 の刺激 に よ っ て も血 小板内部に 一 連
の 共通 した反応が生 じ る こ とが わ か り , こ れが 血小板活性化反応と呼ばれ る よ
う に な っ た . そ して , 血 小板の 活 性化とそれ に続く凝集に より , 血 小板の放出
反応が起 こ る こ とが示 され , そ の 放出物質より幾 つ か の 生 理活性物質が 見 出さ
れた . その 中に おい て , ア ラ キ ドン酸 (A A) 代謝 の 研究より, 1975年 に血小板
凝集惹起作用を有する ト ロ ン ボキサ ン A2が発 見され , そ の 関連研究より血管壁
にて 産 生され る プ ロ ス タサイ ク リ ン (P GIヱ) の 血小板凝集阻害作用と血管弛緩
作用が 1976年 に報告された ･ 血小板膜糖蛋白 (G lyc opr otein, G P) の 研究 で は ,
1 918年に Gla nzm an n に より報告された血小板無力症 の機能異常が G PIIb/ⅠⅠIa 複
合体の 欠如に よる こ とが報告された . 1980年代の終わりに は これ ら膜蛋白, あ
る い は A A受容体等の遺伝子 ク ロ ー ニ ン グが相次 い だ . 最近 , 血小板の 産 生を
特異的に制御す る因子 で ある トロ ン ボポ ェ チ ンが 1994年に数グル ー プで ク ロ ー
ニ ン グされ , 血小板産生 に 関する 研究が 進展 した . さ らに, 近年 で は血小板機
能にお ける血流の影響が注目され て い る . 今日 で は , 血 小板は単に止 血機構 で
主役を演 じる の み ならず, 動脈硬 化 の 成立 , 癌転移など, 種 々 の 病態 にお い て
重要 な役割を果た して い る こ とが知 られ て い る [1,2].
血小板の 最も重要 な生 理機能は止 血血栓の 生成 で あり , 血管の 止 血部位局所
で , 1) 血小板血栓の 生成 , 2) 凝固 ･ 線溶系の 活性化 を促 し, フ ィ プリ ン血栓
の 生成と修飾, さらに, 3) 白血球 の遊走 , 4) 血管内皮細胞や血管平滑筋細胞
を介 した血管内壁 の 再構築 (v as c ula r r em odeling) とい う血管修復機転の た めの
連続的なイ ベ ン トに関与 して い る .
血小板は通常, 血管 ･ 凝 固 ･ 線溶系 か ら複雑に 構成される抗血栓性 に よ っ て
円盤状 の まま血管内を流れ , そ の 機能を発揮する こ と はない . しか し, 血管に
粥状動脈硬化などが発症 したとき , または出血な どの原困で血管内皮細胞が損
傷 し, 内皮下組織が露出 したとき , 血小板は血管内皮または内皮下組織に粘着
し
, 活性化 して形態変化を起こす . 次い で , 粘着 し活性化 した血小板 か ら放出
また は産生される物質 に よ っ て別 の血 小板が活性化され , これ が粘着血小板の
上 に接着, 集積 して凝集が惹起される . こ う して 血小板血栓が形成され る .
止 血血栓形成の 第 一 ス テ ッ プ は血小板粘着で あ り , 血管損傷により露出 した
内皮下組織に存在する粘着蛋白を標的と して 血小板が粘着す る . 内皮下組織に
は血小板膜上 の 種々 の 受容体の リガ ン ドで ある粘着蛋白が多種類存在 して い る
が , そ の なか で 止 血血栓形成時 の 血小板粘着 に重 要 なも の は コ ラ ー ゲ ン , Y o n
W i11ebr and因子 (VWF)で ある . 損傷 した内皮下 の マ トリ ッ ク ス の 主体で ある コ ラ
ー ゲ ンが血流 に暴露され ると , vw Fが速や か に コ ラ ー ゲ ン と結合す る . 血小板
は 固相化された vw Fが血小板 の G PIb/IX/Vを介 して 結合す る こと に より, 損傷
2
血管壁上 に静止 す る . さらに vW Fと GPIIb/ⅠIIa, コ ラ ー ゲ ン と コ ラ ー ゲン 受容体
の相互作用が起 こ っ て , 血小板は 活性化 され , コ ラ ー ゲ ン 表面に強固に固着す
る . 活 性化 され た血小板は頼粒内容物を放出 し, そ こ に他の 血 小板がフ ィ ブリ
ノ ー ゲン (flbrin oge n, Fg) また は vW Fを介 して架橋結合 し, 血小板凝集塊が形
成される . さらに , 表面 に PIS electin を発現 して , 白血球系細胞をトラ ッ プ し,
また mic r oparticle を放出 して局所の凝固活性を
L
JIJ進させる . 血小板血栓の 下流側
で は血流のう っ 滞 も起こ っ て , フ ィ プリ ン血栓も形成され , 最終的 に血小板,
白血球 , フ ィ プリ ン を巻込ん だ強 固な動脈血栓が完成する . 活性化 きれた血小
板は血小板膜上の G PIIb/ⅠⅠIa を Fgおよび vW Fを介 して血小板を架橋 して い き ,
血小板凝集が起き る . そ こ に さらに他の 血 小板は次々 と接着 ･ 集積 (血小板凝
隻) し, 血栓が形成される (Fig. 1) .
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こ の事うに, 血小板は生理的止血 および病的血栓形成にお い て 主要 な働きを
果た して い る . そ の ため, ,b筋梗塞 , 末梢動脈閉塞症, 脳 卒中等の 血栓塞栓性
疾患にお い て , 血小板 の活性化 を阻害する ア ス ピリン , チク ロ ピジ ン等 の 抗血
小板薬は, これ らの 疾患 の 治療に有用 で ある と考えられ て い る . しか しなが ら,
Fig. 2 に示すように血小板は種 々 の経路に より活性化 し, 凝集 ･ 放出反応 を引き
起 こす . 従来の 抗血小板薬は, こ れ らの 経路の 一 部の みを阻害する こ と しか で
き ない た め, そ の 効果 は必ず しも十分で はない と考えられて い る(Fig. 2)[3･5].
種々のアゴ ニ スト
Fig･ 2･ M e cha nis m ofa ctio n ofG PIIb/IIa antago nists.
G PIIb/IIIa (integrin αⅠIbβ3) は integrin supe rfa mily に属する α 鎖, β鎖の 糖タ ン
パ ク質の hetr od血erで あり, 血小板とその前駆細胞 で ある巨核球 に特異的に発現
して い る ･ G P Ⅱb/ⅠⅠIa は静止 血小板 1個あたり 4 - 8 万分子存在 し, 血小板が活性
化されると, 放出反応に伴 っ て細胞 内額粒膜 に存在す る分子が表出 し, 膜表面
分子数は 約 50 %増加する . 血小板活性化 に よ り複合体の細胞内ドメイ ン を介 し
て刺激が伝播 し, 分子 の 高次構造が変化 し, 結合 ポケ ッ トを露出する こ と で ,
Fgやv w Fなどの分子F知手Arg - Gly - Asp(RGD) 配列 を有す る接着蛋白 の高親和
性受容体になる ･ Fgで はそ の α 鎖の R G D配列 と γ鎖 の C 末端 の Lys - Gln - Ala -
Gly - Asp - V al(KQAGD V) 配列が受容体の結合ポケ ッ トに結合 し, 2 つ の 受容体
分子 を架橋 し, そ の結果, 血小板凝集が誘導され , 血 小板血栓の 生成が開始さ
れ る ･ GPIIb/ⅢIa と Fg の結合は, あらゆる刺激 に より惹起される血小板凝集の
共通 の最終ス テ ッ プ で あるため , こ の結合を特異的に 阻害する ような薬剤 は強
力な抗血小板薬になる こ とが期待され て い る (Fig. 2)【6,7].
Fig. 3 に G PIIb/ⅠⅠIa の構造 の模式 図を示す .
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G PIIb/ⅠⅠⅠえ括抗薬の 開発は多く の 研究機関により実施 され , 現時点にお い て モ
ノ ク ロ - ナ ル抗体の abcixim ab(Re oPr o
㊨
,
EliLilly), 環 状ペ プチ ドの eptifibatide
(Integrilin@, C O R The r ape utic s), 低分子化合物の tir oflban､(Aggr a stat
⑧
,
Mer ck) が臨
床応用されて い る [7]. これ らは , いずれ も注射薬で ある . abcixim ab は, 抗ヒ
ト G PIIb/ⅠⅠIa マ ウ ス モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体7 E3 の免疫原性を低下させるため, 抗ヒ
トG PIIも/ⅠⅠIa マ ウ ス モ ノ ク ロ - ナル抗体の 可変領域と ヒ ト抗体の定常領域を繋い
だ ヒ ト ･ マ ウス キメ ラ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体の Fab fr agm e ntで あ る [8]. しか し,
abcixim ab に は弱 い なが ら免疫原性が残 っ て い る こ と [9,10], および出血 の リ ス
クが増大する こ
'
t が明 らか にな っ て い る [11,12].
そ こ で , 強力カ
.
ゝ つ 安全 な抗血小板薬の創製に 取り組 み, 強力 な血小板凝集阻
害作用を示す マ ウス モ ノ ク ロ - ナ ル抗体 c 4 G lを取得 した [13]. さらに , ヒ ト ･
マ ウ ス キメ ラ抗体より免疫原性が低 い と考えられる ヒ ト化抗体を作成 した [14].
ヒ ト化抗体 の 作成は マ ウ ス 抗体 の相補性決定領域 (co mple m e nta ry determining
regio n:
ー
C D R) をヒ ト抗体に移植する C D R-gr a氏ing の 手法を用 い , 作成され た ヒ
ト化抗体が マ ウス 抗体と同等の作用を維持 して い る こ とを確認 した (Fig. 4). す
なわち, ヒ ト化抗体の IgG,F(ab')2fr agm e nt, Fabfragm ent を調製 し, in vitr oで の
血小板阻害活性を検討 した とこ ろ , こ られ フ ラ グメ ン トの 血 小板凝集阻害活性
は ほ ぼ同等で あ っ た ･ 次ら羊, サ ル に これ らの 分子 を投与 したと こ ろ, IgG を投与
した際に は全例 にお い て , F(ab
'
)2 fr agm e nt で は 一 部の サ ル にお い て 一 過性 の 血
小板減少が発現 した･ しか し, Fab fr agm e nt で は そ の ような現象が見られな か っ
たため, ヒ ト化抗体の Fabfr agm ent で ある Y M 337を開発 フ ラ グメ ン トと して選
択 し, 以後の 検討を行 っ た (Fig. 4)[15].
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最初に , Y M 33
.
7 の in vitr oで の ヒ ト血小板機能に対する影響お よび血小板 - の
結合性, さらにアカゲザル に投与 した際の ex viv oで の 血小板凝集作用 に つ い て ,
先行薬で ある abcixim ab と比較 した . こ の結果 , Y M 33 7が血小板に特異的に作
用 し, 血小板機能を強力 に阻害する こ とが示 され た[16]. ま た, y M 337 の integrin
特異性は abcixim ab とは異なり, さらに YM337と abcixim ab が G PIIb/ⅠIIa 上 の 異
なる エ ピ ト ー プを認識する可能性が示唆された [16】. Y M 33 7をアカ ゲザル に投
与 した際,
.
abcixim ab より出血時 間に 対す る影響が小さい こ とが示 され , さらに
YM33 7 の血小板凝集阻害括性の 消失は abcixim ab に比 べ て 速 い こ とが 示 され た
【17]･ 以上 の こ とより, Y M 337は abcixim ab に比 べ て 出血時 間に対する影響が 小
さく , .さ らに投与中止 に より速やか に血小板凝集阻害活性が消失する こ と か ら,
薬効 コ ン トロ ー ル が容易 で 安全性 の 高い抗血 小板薬に なる可能性が 示 された .
次に, Y M 337 のin viv oで の抗血栓作用 の検討す る こ とを目的と して , 組織プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン アク チ ベ ー タ ー (tis sueplas minoge n a ctiv ato r,t-P A) に よ る血栓溶
解および血栓溶解後の急性期再閉塞に 対す る Y M 37の 併用効果をア カ ゲザ ル 冠
動脈血栓 モ デル を用 い て 検討 した . y M 33 7は ア カ ゲザル 冠動脈血栓モ デ ル にお
い て 出血時 間を延長す る こ となく トP Aによ る血栓溶解を促進 し, 再 開通後の急
性再閉塞を阻草した . Y M 337 は急性心筋梗塞患者の 血栓溶解療法の廊用薬と し
て 有用 で ある と考えられた[18].
y M 337は ア カ ゲザル にお い て 出血 時間 - の 影響が小 さい用量 にて , 抗血小板
作用お よび抗血栓作用を発現 した . さらに , Y M 337は abcixim ab との 直接比較
試験に お い て も出血 時間に対す る影響が 小 さか っ た . こ の Y M 337 の低出血性の
性質をさらに精査するため , 生理的な動脈血栓 の 形成過程を反映すると考えら
れ て い る流動条件下で の血 小板粘着に対する影響を検討 した[19]. 興味深 い こ
とに , Y M 33 7は 高ずり速度下で の血栓形成に対 して は abcixim ab と ほぼ同等の
阻害作用を示す の に対 し, 低ずり速度下で の 血栓形成に対して は Y M 33 7 の抗血
栓効果 は弱くなる こ とが 示され た. Y M 337 が高ずり速度下で の 血栓形成を優先
的に 阻害す る こ と が , 出血時間に対する影響が小さい こ との 理 由の 一 つ で ある
と考えられた .
YM337は蛋 白質で あるた め, 経 口投与 は不可能で ある. しか しなが ら, ア ス
ピリ ン やチク ロ ピジ ン をは じめとする経 口抗血小板薬が急性期治療後 の 二次予
防を目的と して 汎用 されて い る [315]. 既述 の よう に , G PIIb/ IIa と Fg の結合は ,
数個の ア ミノ 酸を介 して結合 して い るため , 低分子化合物にお い て もその 結合
を阻害す る こ とが可能 で あると考えられた . 当初は R G D配列 を mimic した構造
修飾が行われたが , やがて非ペ プチ ド構 造 の 化合物が報告され るように な っ た
[6, 7]･ そ こ で , 経 口 可能な低分子 G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬の探索を行 い , Y M 128を発
見する こ と に成功 した . Y M 128はプ ロ ドラ ッ グで あり , 生体内で 活性代謝物
Y M-57029に変換され抗血小板作用を発現す る . 本研究で は , Y M 128ならび に
Y M-57029の in vitr o
,
e x viv oで の 抗血小板作用および抗血栓作用 に つ い て 検討 し
た [20]. その 結果 , Y M 128は ピ ー グル 犬 , カ ニ クイ ザル に て 良好な経 口吸収性
を示 し, 持続的な抗血小板作用を発現 した . さらに, Y M128は ピ ー グル 犬 , カ
ニ クイザル および ヒ ト肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画分に おい て YM -5 702 9に効率的に
変換された ･ また , y M-57 029は強力 か つ 特異的な G P
,
ⅠIb/ⅠⅠIa 括抗作用 を示 し,
pr o aggr egato ry作用 をほ とん どもたず, in viv oで強力か つ 用量依存的な抗血栓作
用を発現する こ とが確認された [21].
こ の.ように , 本研究で は , ヒ ト化抗 GPIIb/ⅠⅠIa モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の Fab
丘agm e nt(Y M 337) および低分子 G PII.b/ⅠIa括抗薬(y M 128串よび Y M-57029) を
用 い て そ の 生化学的および薬理学的性質を明らか に し, 血栓塞栓性疾患に対す
る G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬 の 臨床応用 の 可能性に つ い て考察 した .
第1章‥ヒ ト化抗 G PIIb/ⅠIIa モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体(hC 4 G l)の Fabfr agm e nt, Y M 337
の in vitr oで の抗血小板作用ならび に結合性 に 関す る検討
1 . 緒言
G PIIb/ IIa は 血小板上 に豊富 に発現 して い る膜蛋白質で あり , 血小板 の Fg
r e c eptor と して重要 な働きを して い る[22, 23]･ 静止 期の 血小板 G PIIb/ⅠⅠIa. は Fg
等の リガ ン ドとは結合 で きな い が, 血小板の 活性化 に よ り Gf,ⅠIb/ⅠⅠIa の コ ン プ オ
メ - シ ョ ン が変化すると , G PIIb/ⅠⅠIa は Fg と結合できるように なる-. そ して ,
GPIIb/ⅠⅠIaと結合 した Fgが 血小板間を架橋 し, 最終的に血小板凝集に至 る[22,23].
G PIIb/ⅠⅠIa と Fg は Fg分子中の R G D配列 を介して結合しており , こ の G PIIb/ⅠⅠIa
と Fg の 結合があらゆ る刺激に よる血小板凝集に共通 の最終 ス テ ッ プで ある . そ
の た め, こ の結合 を阻害する薬剤は 強力 な血小板凝集阻害作用 を示 し, 有用 な
抗血小板剤にな ると考えられた [24-26】.
そ こ で , 抗血小板作用が 強く , か つ 安全性 の 高い 抗血小板剤 の創製を目指 し,
G PIIb/ⅠIIa に対する マ ウ ス モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体を作製 し, ヒ ト化 を行 っ た [13,
14]. 取得 したヒ ト化抗 GPIIb/ⅠIIa 抗体は強力 な血小板凝集阻害作用を示 した .
さらに, 抗体の 各フ ラ グメ ン ト(IgG,F(ab
'
)2, Fab) をア カゲザル ならび にカ ニ ク
イ ザル - 投与 した結果, 主薬効の 強度と持続性および安全性の 両面より , 開発
する抗体の フ ラグメ ン トを Fabfr agm e nt に決定 し【15,27], YM 33 7と命名 した .
一 方 , abcixim ab 8まヒ ト マ ウス キメ ラ抗体 c7 E3 の Fabfr ag甲e nt で奉り , すで
に欧米にて高リ ス ク経皮的冠動脈形成術 (P T C A) 施行患者の治療薬と して 臨床
応用され て い る . 臨床試験にお い て , 高リ ス ク患者に P T C Aを施行する際に
abcixim ab の 0.25mg/kgの 単回静脈内投与とそれ に引き続き 10p g/min を12時間
持続静脈内投与す る こ とで , 3 0日以 内の虚血性イ ベ ン トの 発生率を 35%減少す
る こ とができ [28],6 ケ月 後 の 比較的長期にお い て もその有用性 は持続 して い た
[29]. abcixim ab は 欧米にお い て 臨床的に広く受け入れられ て い るが , 一 方 で は
こ の薬剤投与 に伴う出血頻度の増大も報告され て い る【1l,12】.
本章で は , Y M 33 7 のヒ トで の 抗血小板作用ならびに結合性 に つ い て , abcixim ab
と比較 した .
2 . 材料と方法
2.1 ヒ ト血小板 の 調製
健常人ボランテ ィ ア より 1/1 0容 の 3.8 %ク エ ン酸ナ トリウム (チ トラ ー ト) を
抗凝固剤と して採血 し, 150× gで 10分間遠心分離 した上清(platelet-richpla s m a,
PR P) を分取 した . さらに 2,000× g で 10分間遠心するこ と で得られた上清
(platelet-po o rpla s m a, PP P) を分取
･
した . p R P の血 小板数を自動血球計数計
(M E K-5 158, Nihon･ Kohden, Tokyo) に て測定 し, P PPで適切な血小板数 に調整
した . また, 洗浄血小板は次の ように調製 した . p R Pに 1 0m M citrate を添加 し
た後, 800× g で 15分間遠心分離 し, 沈殿 を1 miの Tyr ode
,
s - Hepe spH 6.7 に再
浮 遊させ た ･ さらに , 2 U/ml の potato apyr a s e(Sigm a, St. Lo uis, M O, U S A) を添加
し, 3 7
oC で 10分間放置後 , Tyr ode's- HepespH 6.7 を添加 し, 800× g で 15分間
遠心分離 した . 血小板 を Tyr ode's- Hepe spH 7.3 5に再浮遊させ た後 , 血小板数を
自動血球計数計に て測定 し, 血小板数を Tyr ode's- Hepe spH 7.35で適切 な血小板
数に調整 した.
2.2 抗体 の調製
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体は, 次 の ように作製 した . Balb/c マ ウ ス をヒ ト洗浄血小板
に て免疫 し, そ の牌細胞を調製 し, マ ウ ス 骨髄腫細胞 ′p 3 Ⅹ63 Ag8/U l(P3Ul) と
融合 した . H A T培地 に よる選択後 , E LIS Aお よび血小板凝集阻害活性 に て抗血
小板抗体産生 ハ イ ブリ ド ー マ をス ク リ ー ニ ン グ した . ハ イ ブリ ド ー マ を Balb/c
マ ウ ス に腹腔内投与 し, 10日後 に腹水を採取 し, Pr otein A -Sephar o s e(Am er sba m
Pha r m acia, Upps ala, Sw ede n) を用 い て精製 し, 血小板 GPIIb/ⅠIIa に対する マ ウス
モ ノ ク ロ - ナ ル抗体 c 4G lを得た[13]. ヒ ト化 C 4 G lは , W inte rらに よ っ て開
発 された CDR-gr aRing法 に改良を加 え, 米国 Protein Design Labs社の Co らに よ
つ て 作製された [14].
2.3 薬剤
Y M 33 7は ヒ ト化 C4G I IgG の papain による消化 により調製 した . abcixim ab
(Re oPr o
⑧
) は Eli Lily より購入 した .
2.4 血小板凝集の測定
A D P(20pM ,Sigm a), コ ラ ー ゲ ン (200p g/ml,Sigm a), epin ephrin e(10pM, Sigm a)
ならび に U 46619(1pM ,thr o mbo x an eA2 an alog, Caym anChe mic als, Am Arbo r, M I,
U S A)に よ っ て惹起される血小板凝集を血小板凝集計 (H E M A T R ACE R 801, M C
Medic al
,
Tokyo) にて測定 した ･ 測定用の キ ュ ベ ッ トに 3 00, 00platelets/plに調製
した P R P 80LLlと y M 33 7また は abcixim ab lOplを入れ , 1分間3 7oC でイ ン キ エ
ペ - シ ョ ン した後 , 各 ago nist を 10pl添加 し, 血小板凝集を惹起 した . デ ー タ
は, 各 ago nist の薬剤非添加時 の各個体の最大凝集値に 対する各薬剤 の最大凝集
値の 阻害率と して表 した . さらに , 各 ago nist で惹起され る血小板凝集 に対す る
薬剤 の IC50値をそれ ぞれ の 阻害曲線より算出 した .
2.5 血小板粘着の測定
ヒ ト僻 帯静脈 内皮 細 胞 (H UVEC, Kur abo lndustries, Os aka, Japan) を
subco n恥e nt ま で培養 し, さ らに 組織培養用 の 96 w ellplate Pu nc, Ro skilde,
Denm a rk) に て 1 × 10
4
c ells/100pl/we11で 培養 した . 2 日間の 培養後 , プ レ ー トに
0.5 % Trito nX-1 00, 20m M NH40 Hを含む p B Sで 3分間室温 で処理 した後, P B S
で 4 回洗浄 して , s ube ndotbelialm atrix を調製 した .
ヒ ト vW Fは ヒ ト血奨よりT ho rellらの方法[30] にて精製 した . P BS で10pg/ml
に希釈 した vW F, Fg(Sigm a), B S A(Sigm a), フ ィ ブ ロ ネク チ ン (fibr onectin, Fn,
No v el industrie s
,
Sw ede n) を浮遊細胞用 96 w el plate(Su mito m oBakelite, Tokyo,
Japa n)に添加 し4
oC で 一 晩放置 した後 , 3 7oC で 1 時間 ､ 3 % B S Aを含む 20 m M
Tris- H ClpH 8.0, 0.15M NaCl でブ ロ ッ キ ン グ した. ブ ロ ッ キ ン グ したプ レ ー トな
らび に sube ndothelial m atrix を調製 したプ レ ー トに 200, 00platelets/plの P RPと
Y M 33 7
,
abcixim ab を添加 し, 3 7o C で 1 時間放置 した . 粘着 した血 小板数は , Lu
らの 方法 [3 1] に従い 内在性の acidpho sphatas eを測定する こ とで評価 した . 即
ち , 20 m M T ris- HCI pH 8･0, 0･15 M ･ NaCl で 2 回洗浄 し た後 , 4 mg/ml
p-nitr ophenylphosphate, 0･1 % Trito nX -100を含む50m M citratebufferpH 5.5 を添加
し, 37
oC で 1時 間放置 した . 1 N NaO H の添加 により反応 を停止 させ た後 , A405
の 吸 光度を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Ther m oMa x, M ole c ular De vic es,
Sun nyv ale, C A, U S A) にて測定 した .
2.6 タ ン パ ク質 の 125Ⅰラ ベ ル
Fgを0･1 M Na十pho sphatebufferpH 7･3で 20 mg/mlに溶解 した .Iodo-be ads(Pie rc e,
Ro ckford
,
IL
,
U S A) に 100い1 の 0･1 M Na-pho sphatebufferpH 7.3 ならびを叩g の ラ
ベ ル で は 4Ll の 3,700 M Bq/ml Na
125Ⅰ(IC N Biom edic als, Co sta Me s a, CA, U S A),
y M 33 7および abcixim ab
-
の ラ ベ ル で は 5pl の 3,700M Bg/mlNa
125
Ⅰ を添加 した . 5
分後 に2 00plの 20 mg/mlFgあるい は100plの 2 mg/mlY M337,2 mg/mlabcixim ab
を添 加 し, 10分間放置 した ･ 反応液を P BS で平衡化 した P D IO(Am e rsba m
Pharm acia) に apply し 500plず つ 分取後, 各フ ラク シ ョ ン の 放射活性を†c o unte r
(Aloka, Tokyo,Japa n) にて測定し, ラ ベ ル されたタン パ ク質が溶出された画分を
集めた ･ なお , タ ン パ ク質濃度は Bradford法 (BioI Rad, Richm o nd, CA, USA) に
て測定 した .
2.7125トFg の 洗浄血小板 - の結合実験
洗浄血小板 (3 00, 00platelets/LLl) に 200pg/mlの
125Ⅰ-Fgならび に Y M 33 7また
は abcixim abを添加後,thr o mbin re c eptor ago nistpeptide(T R A P,2 0pM, Calbio che m,
Sa nD iego, C A, USA) を添加 し, 室温で 1 時間放置 した . 非特異的結合 の測定 に
は 10m M E D T Aを添加 した . 反応後, 200plの 20 %s u cr o seに 100pl の反応液を
重層 し, 12,000× g で 3 分間遠心分離 した . チ ュ ー ブの 先端 を切 断 し, そ の放射
活性を †c o unterにて 測定 した . 結果は薬剤非添加時の値に対す る薬剤添加時の
結合率 で表 し, .
125トFg結合に対する各薬剤の IC50値を算出 した .
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2.8 125Ⅰ二Y M 33 7お よび 125トabcixim ab の血小板 へ の 結合実験
p R P(100, 00platelets/il) または洗浄血小板(1 00, 00platelets/pl)に
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または 1
25
Ⅰ-abcixim ab を添加 し, 室温 で 1 時間放置 した. 非特異的結合の測定に
は 100倍量 の非標識 y M 33 7, abcixim abを添加 した . また活性化状態の検討で は ,
125I- Y M 33 7または 125I- abcixim abの 添加前にTR A P(20pM) を添加 した . 反応後 ,
200LLlの 20 %s u cro s eに 100ド1 の反応液 を重層 し, 12,000× g で 3 分間遠心分離
した . チ ュ ー ブ の先端 を切 断 し, そ の放射活性 を γcounterにて 測定 した . 各薬
剤の K d値, 血小板あたり の結合数はそれ ぞれ の 測定値か ら近似 した飽 和曲線よ
り算出 した .
2.9 血小板か らの 免疫沈降
健常人ボラ ン テ ィ ア より 1/10容 の チ トラ ー トを抗凝固剤と して 用 い て採血 し,
室温に て 1,100rpm で1 0分間遠心分離(K U B O T A 8100, Kubota, Tokyo,Japan)し,
p R Pを分取 した. p R Pを室 温 に て 2,00 rpm で 15分間遠心分離 した沈殿を
Tyr ode
'
s - Hepe spH 6･7 に再浮遊させ た ｡ さらに, Tyr ode's- Hepe spH 6.7 で 1回洗
浄 した後 , 1 ml の P BS に再浮遊させ , 血小板膜表面蛋白質をIactoper o xida se 法
にて
125
Ⅰ標識 した . こ の標識 した 血小板を Tyr ode
'
s- HepespH 6.7で 洗浄後 , 1 ml
の 20m M Tris- H CIpH 7･4, 150m M NaCl, 1% No nidet P-40(N P-40), 1 m M
phenym ethyls ulfo nyl flu o ride (P M SF), 1 m M N- ethylm aleimide (N E M), 1 pM
pepstatin にて 可溶化 した . こ の 1ys ate にヒ ト ツーglobulin, 抗 ヒ トフ レ ー ム ワ ー ク
抗体を添加 した反応液をpr otein A -Sepha r o s e(Am er sham P ha rm acia) に添加後 ,
4 oC で 3時間反応させ , pr otein A -Sephar o s eに非 特異的に吸着する蛋白質を除去
した ･ こ の 前処理 した 1ysate に それぞれ 10p g/ml の Y M 337, abcixim ab, ヒ ト
†-globulin を添 加 した 反応液 に抗 ヒ トフ レ ー ム ワ ー ク 抗 体 , さ ら に pr otein
A -Sephar ose を添加 し, 4
oC で 2 4時間反応 させ た . protein A -Sephar o s eを 5 回洗
浄 した後, Tris/SDSs amplebuffer(DaiichiPu r eChe mic als, Tokyo,Jap an) を添加 し,
吸着 した蛋白質を溶出させた . こ の 溶出液を 4/2 0% gr adie nt polya crylamide gel
(DaiichiPu reChe mic als) にて S DS-P A G Eを行 っ た後 , polyvinylide n eflu oride
(PVD F)膜に蛋白質を転写 し, Ⅹ 線 フ イ ル ム にオ ー トラ ジオ グラ フ イ - した .
2.10 H U V E Cか らの免疫沈降
HUV E Cは M 199(Gibco, Ro ckville, M D, U S A), 15 % FC S, 100unit/mlpe nicillin,
100pg/mlstr epto mycin, 1 0mg/mlheparin, 1% Endothelial CellGr owth Supple m e nt
(Be cto nDickin s o n, Fr a nklin Lakes, N J, USA)で培養 した . HU VE C(1 × 10
7
c ells) を
m ethio nin e
,
cysteine-fr e eD M EM , 15 % Dialysis F C Sで 洗浄後 , 100 pCi/ml
35
s- m ethionin e
,
cystein e(E X P R E35s35s pr otein Labeling M ix, N E N, Bo ston, M A,
ll
U S A)に て 24時間標識 し, 細胞 を1 % N P-40, 1 m M P M SF, 1 m M N E M, 10pM
pephablo ck, 1LLM pepstatin , 10u nit/mlaprotinin, 100ドg/ml D Na seI, 20m M Tris- H Cl
pH 7.4, 150mM NaCl で可溶化 した . 15,000rpm , 10分間の 遠心分離で上浦を分取
した後 , ヒ ト †-globulin, 抗ヒ トフ レ ー ム ワ ー ク抗体を添加 した反応液を proteiII
A -Sepbar o s eに添加 し, 4
oC で 3時間反応 させ , pr otein A-Sepha r o s eに非特異的
に吸着する蛋白質を除去 した ･ こ の 前処理 した Iys ate にそれ ぞれ 200LLg/ml の
Y M 337, abcixim ab, ヒ ト †- globulin を添加 した反応液に抗 ヒ トフ レ ー ム ワ ー ク抗
体, さらに pr otein A -Sepbar o s eを添加 し, 4 oC で 24 時間反応 させ た. pr otein
A -Sephar o se を 2 0 m M T 也s- H ClpH 7.4, 15 0m M NaCl, 0.5 % N P-40,
'
0.5 %
de o xycholic a cid, 0･1 %SD S,0･05 % Na 3で 5 回洗浄 した後, Tri告/S D Ss a mplebuffer
を添加 し, 吸着 した蛋白質を溶出させ た . こ の溶出液を 6.5% polya cryla mide gel
にて S D S-P A G Eを行 っ た後, coo m as siebrilliantblu e簸色 し, ゲル ドライ ヤ ー で
乾燥させ , B A S-2000 im age an alzer(Fujifilm , Tokyo,Japan) に て解析 した .
2.11 ビオチ ン 化タ ン パ ク質の調製
ヒ トFgおよび ヒ ト vitr o n e ctin (Vn, Asahi Te clmo Glas s, Tokyo,Japan) を NA P5
(Sephade xG-25 を充填 したカ ラム , Amer sha mPha rm a cia) にて 0.1 M NaHCO3, 0.5
M NaCl にbuffer交換 した ･ 粘着タ ン パ ク質溶液にsul fo-N H S-L C-Biotin(Pierc e) を
添加 し, 室温で 2 時間放置 した . N A P IO(Am er sba mPha m acia) にて 未反応biotin
を除去 し､T B S(20m M T ris- H CIpH 7.4, 15 0m M NaCl,1 m M CaC12, 1 m M MgCl2, 1
m M MnCl2) に buffer 交換 した .
2.12 精製integrin - の ビオチ ン化粘着蛋白質の結合実験
96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (MaxiSorp
T M
,
N un c
,
Ro s,kilde, De n m ark) に TB Sで希釈
した2pg/ml の精製 G PIIb/ⅠⅠIa(Enz ymeRe s e ar chLabo r atorie s, So uthBe nd, ” , U S A)
を 100Ltlまたは 2Llg/ml の精製integrin αvβ3(Chemico n, Te m e c ula, C A,U S A) を
50pl添加 し, 室温で 一 晩放置 した . 溶液を除去 した後, 20 plの 3.5% B S AノT B S
を添加 し37oC で2時間放置 した ･ T B Sで1回洗浄 した後, T B Sで希釈 した1pg/ml
の biotinylated Fg(b-Fg) または 0.4pg/ml のbiotinylatedVn(b-Vn) と y M 33 7また
は abcixim abをそれ ぞれ 50plずつ 添加 し,37oC で 3 時間反応させ ､ さらに0.05%
Tw e e n20/T B S で 3回洗浄 した∴T B Sで 1000倍希釈 した Strepta vidin biotinylated
ho rs e r adishpe r o xida s eco mple x(Str epta vidin- HRP O, Amer sham Phar m acia) を100Lil
ず つ 添加 し, 室 温 で 1 時間反応 させた後 , 0.05% Twe en20/T B Sで 3 回洗浄 した .
100pl の T M B溶液(Bio- Rad)を添加す る こ とに より発色 させ ,.5 0ulの 1 N H2S O4
の 添加 に より反応 を停止 させ た後, 450n m の 吸光度を マ イク ロ プ レ ー トリ ー ダ
ー (Model 355 0,Bio- Rad) にて 測定 した . 結果 は薬剤非添加時 の値に対する薬剤
添加時 の結合率で 表 し, それぞれの 結合に対す る各薬剤の IC50値を阻害曲線よ
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り算出 した .
3 . 結果
3.1 種 々 の ア ゴ ニ ス トよる血小 板凝集 に対す る作用
Fig. 5 に A D P惹起 によ る血小板凝集曲線の 実施例 (チャ ー ト) を示す . 擾押
下 で P R Pに A D P(20pM) を添加する と血小板凝集が惹起される . そ の 際に P R P
の 透過光量を継続的 に計測す る と, 血小板 が凝集する こ とに より粒子数が減少
し, 透過光量の増加が観察され る . こ の透過 光量 の 増加 率 を血 小板凝集率と し
て 表す . Y M 337は濃度依存的 に A D P惹起 に よる血小板凝集を阻害 した .
(%)
1 0 0
′ヽ
邑 80
f] 1
0
'
i 60
4)
L
b♪
瞥 4 0
＋J
む
-
B
責 20
0
Y M 33 7
0l一g/ml(c o Ⅱtrol)
0.625pg/ml
1.2 5llg/ml
2.5
0 5 1 0 (min) 1 5
Fig･ 5･ Inhibitio nofA D P-indu c edplatelet aggr egatio nbyY M 3 37.
Y M 337および abcixim ab の 種々 の ago nist(A D P 20pM , collage n 200p g/ml,
U466191 pM, epin ephrine10LIM) に よ っ て惹起された血小板凝集に対する阻害
作用をFig･ 6 に示 した ･ YM337ならび に abcixim ab は , 種 々 の ago nistに よ っ て
惹起された血小板凝集をほ ぼ完全 に 阻害 した . また, 各 ago nist による血小板凝
集 にお ける両薬剤 の IC50値をTablelに示 した . YM 33 7は abcixim abより 2.5 _ 5.1
倍強く血小板凝集を阻害 した .
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Fig･ 6･ Inhibitory effe cts ofY M 37(困) and abcixim ab(㊨)onplatelet aggr egatio n
indu c edby v ario us ago nists･ Platelet aggr egatio nindu c ed by 20pM A D P(a), 200
pg/mlc ollage n(b), 1pM U 46619(c), and10pM epin ephrin e(d)w as m e as ur ed u si耳g
P R Pinthepre s e n c e of Y M 337a ndabcixim ab･ IC50V alu e s w er e c alc ulted byn o nlin e ar
r egr e ssio n ofdata･ Data a repr es e nteda s m e an 士S･E･ M ･(A D P: n - 7 forY叩33 7, n - 8
fo r abcixim ab
,
c ol age n : n- 8, U 46619: n - 5, epl nePhrin e: A-4forY M 337, n - 5fTor
abcixim ab).
Table
,
1･ IC50V alu es of Y M 33 7and abcixim ab o nplatelet aggr egatio nindu c ed by
v ∬io u s ago nists.
Drug
IC50V alue(p g/ml)
A D P c ollage n U 46619 epln ephrin e
Y M 337 0.5 7土 0.053 0.937土0.2 15 l.18 9士 0.238 0.3 83士 0.109
abcixim ab 2.51 8土 0.160 2.072土 0.217 6.191土 1.108 1.463土 0.303
IC50 V alues w erec alculated byn o nlinearregr e s sion ofdata. Data a repr e s e nted a s m e a n
士 S.E. M .
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Fig･ 7･ Effe cts of Y M 33 7(内) and abcixim ab(◎) o nplatelet adhesio nto v ario u s
pr otein s･ Plateletadhe sio nto10p g/hlofvW F(a),10pg/mlofflbrin oge n(b),10p g/ml
offibr o n e ctin(c), s ube ndothelialm atrix(d)and B SA(e)c o ated o nto96w ellplate s w as
m e a s u red u singP R Pin thepr e s enc eofY M 337a ndabcixim ab. The n u mbe rofadhe r e nt
plateletsin e ach w ellw asdete rmin edby m ea sure m e ntofe ndoge n e o u s a cidpho sphata s e
a ctivity･ Data ar epr e s e nted as m e an 士S･E･ M ･ (VWF, fibr o n e ctin : n- 5, fibrin oge n,
s ube ndothelialm atrix, B S A
･
. n - 4).
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3.2 血小板粘着に対す る作用
Y M 33 7および abcixim ab のvW F,Fg, Fn, sube ndothelialm atrix な らび に B SA -
の 血小板粘着に対す る効果を Fig･ 7 に示 した . 本実験に おい て , VW F, Fg, Fn ,
s ubendothelial m atrix - の 血小板粘着は観察されたが , B S A- の 粘着は観察され
なか っ た . こ の各粘着タ ン パ ク質 - の 血小板粘着を Y M 33 7, abcixim ab は濃度依
存的に 阻害 した . 両薬剤の 阻害活性 は ほぼ同等で あ っ た .
3.3 血小板 - の Fg結合に対する作用 ･
Fig. 8 に洗浄血小板 - の
125I-Fg綾合に対す る Y M 3 37, abcixim ab の効果を示 し
た . 12 5I-Fg は特異的に T R A P刺激 した洗浄血小板に結合 し, 2 00pg/ml の
125トFg
で は約 1 0,000cpm の 結合量を示 した . y M33 7ならび に abcixim ab は濃度依存的
に洗浄血小板 - の 12 5I-Fg結合を阻害 した . 洗浄血小板 - の 125I-Fg結合に対する
各薬剤の IC50値は Y M 337が o.76土 0.llp g/ml, abcixim abが 1.04士 0.16LLg/mlで
あり, 血小板 - の 125Ⅰ-Fg結合に対す る阻害活性 は両薬剤ともほぼ同等で あっ た .
100
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4 ～
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Fig. 8. Effects of Y M 337(鍋) and abcixim ab(㊨) o n
125I-fibrin oge n binding to
T R A P-stim ulated w a shed platelets･ Binding of
125
I-flbrin oge n w as m e as u r ed slng
w ashed platelets stim ulated with 20トLM TRA Pin the pr e se n c e of Y M 337a nd
abcixim ab. Data ar epr e s e nted a s m e a n土 S.E. M .(n - 6).
3.4 Y M 33 7および abcixim ab の血小板 - の 結合
Table2 に P R Pを用 い た時の Y M 337ならび に abcixim ab の Kd値, 血小板あた
りの結合数を示 した . Y M 337と abcixim ab の Kd値はほぼ同等で あり, 血小板 -
の 親和性はほぼ同等 で あると考えられた . 血小板あたりの結合数は , Y M 33 7よ
り abcixim abが約 1.8倍多か っ た .
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Table 3 に洗浄血小板 を用 い た 時 の Y M 33 7ならびに abcixim ab の K d値 , 血小
板 あたり の 結合数を示 した . 洗 浄 血小板を用 い た場合 に お い て も Y M 33 7と
abcixim ab は血小板 - の 親和性 は ほ ぼ同等で あ っ たが , 結合数は Y M 33 7より
abcixim abが約 2倍多く , PRP を用 い た場合 の 結果と 同様で あ っ た . また , 血小
板の 活性化 に より Y M 33 7, abcixim abとも Kd値, 血小板あたり の結合数 に大き な
変化 は見 られ なか っ た .
Table 2･ K dv alu e s a nd m ole c ulesbo u ndperplatelet of Y M 337and abcixim ab binding
tohu m a nP R P.
D rug K d(nM) m ole c ule s/platelet
Y M 33 7 6.フ4土 0
.56 4 2,700士 3,000
A bcixim ab 6.65土 1.45 76,000土 5,400
Binding of
125
I- Y M 337and
125
Ⅰ- abcixim ab w as m e a s u r ed u sl nghu m anP R Pobtain ed
fr o m n o rm aldon o rs. Kd valu es of Y M 33 7and abcixim ab
,
a ndthe n umbe r ofY M 37
and abcixim ab m ole c ule sbou ndperplatelet w e r e c alc ulated fr o m re spe ctiv e s atu r atio n
c u Ⅳ e s･ D ぬ ∬ epre s e nted as m e a n土 S.E. M .(n - 6).
Table3･ K dv alu e s a nd m ole c ule sbo undperplatelet of Y M 337and abcixim ab binding
to un stim ulated and T R A トstim ulated hu m anw a shedplatelets.
D mg
Kd(nM) m ole c ules/platelet
un stim ulated stim ulated un stim ulated stim ulated
Y M 337 12･67土 1･00 12.46士 0.83 22
,
500土3
,
200 2 7
,
60 土 3
,
30
abcixim ab ll･5 7土 0.70, 12.62士 0.63 42,800士5,900 53,900土 3,7 00
Binding of
125
Ⅰ- y M 337and
12 5
Ⅰ- abcixim ab w as m e as ur ed u sl ng u n Stim ulatedo r2 0pM
TR API Stim ulated hum an w a shedplatelets. K dv alues ofY M 337and abcixim ab, andthe
n u mber ofY M 337皿 d abcixim ab m ole c ule sboundperplatelet w e r e c alc ulated 丘o m
respe ctiv e s atu r atio n e u r v e s･ Data ar epr e s e nted a s me an土 S.E. M .(n - 5).
3.5 Y M 337および abcixim ab に よる血小板ならび に H U V E Cか らの 免疫沈降
Fig. 9 に血小板(a) および H UV E C(b) の 可溶化画分と y M 33 7, abcixim ab を用
い て免疫沈降した結果を示す .･yM 337な らびに abcixim ab は血小板可溶化画分
か ら G PIIb/ⅠⅠIa に相当する分子量 の 蛋 白質の み を免疫沈降 した . 一 方 , H U V E C
の 可溶化 画分か ら abcixim ab がintegrin αvβ3に相当す る分子量 の 蛋白質 の み を免
疫沈降 した の に対 し, Y M 337 では controlに比 べ て特異的に免疫沈降す る蛋白質
は検出されな か っ た .
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Fig. 9. I m un opr e cipitatio n ofYM 337and abcixim ab fr o mplatelets(a) and H U V E C
(b).(a):Platelets w er e
125I-labeled a ndlysed with dete rge nts. The
125
I-labeledplatelets
lys ate s w er e allo w edto r e a ct with Y M 337, abcixim ab o rhu m an†-globulin 丑a ction
(contr ol Ig), and then the s e;e actio n mixtu r e s w e rein c ubated with anti-h um a n
im m unoglobulinfr am e w o rk antibody.(b):H U V E Cw e re m etabolic aly
35
s-labeled a nd
lysed with detergents･ The
35s-labelled H U V E C lys ate s w er e alo w edto r e act with
Y M 337, abcixim ab orh um any-globulin fr a ctio n(co ntr olIg), andthe nthe s e r e a ctio n
mixture w erein c ubated witha nti-hu m aniⅡ 皿 un Oglobulinfr ame w o rk antibody.
3.6 精製integrin - の 1igand結合に対する Y M 37および abcixim ab の 作用
Fig. 10に精製 GPIIb/ⅠⅠIa - の b-Fg結合(a)と精製integrin αvβ3 - の b- Vn 結合(b)
に対す る Y M 33 7ならびに abcixim abの 阻害作用を示 した . YM 337, abcixim ab と
もに精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の b-Fg結合を濃度依存的に阻害 した . 一 方 , 精製integrin
cLvβ3 - の b-Vn 結合に つ い て は, abcixim ab は濃度依存的に阻害 したが , Y M 33 7
は 100pg/ml･ま で 阻害 しなか っ た. 精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の b-Fg結合に対する IC50
値は , Y M 337が 0.3 2土 0.04pg/ml, abcixim abが o.o3 7土 0.002pg/mlで あり , Y M 337
より abcixim ab が約 1 0倍強く阻害 した . 精製integrin αvβ3 - の b-Vn 結合に対す
る abcixim ab の IC5 0値 は 0.30土 0.03pg/mi で あ っ た .
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Fig･ 10･ Effects of Y M33 7(的) and abcixim ab (◎) o n b-Fg binding to purified
G PIIb/ IIa(a) and b- Vn binding to pu rifled integrin ctvβ3(b). Binding ofb-Fg to
purifled G PIIb/IIIa and b- Vn topu rified integrin αvβ3 W a s m e as u r ed inthepr es e n c e of
Y M 337and abcixim ab･ Data ar epr e s e nted as m e a n士 S.E. M .(n - 5).
4 . 考察
本章にお い て , Y M 337と abcixim ab の ヒ ト血小板凝集阻害作用, ヒ ト血小板
粘着阻害作用および ヒ ト血 小板 - の Fg結合阻害作用等の in vitr oで の抗血小板
作用 は ほ ぼ同等で あ っ た . また, 両薬剤 の 血小板 - の 親和性 は ほ ぼ同等で あ っ
たが, y M 337は abcix
.
im ab の約 1/2 の血小板あたり の結合数を有 して い た . さら
に , Y M 33 7は血小板か ら G PIIb/ⅠⅠIa を免疫沈降 し, 精製 GPIIb/ⅠⅠIa の Fg結合を
阻害 したが , abcixim ab は血 小板 か ら の G PIIb/ⅠⅠIa に加 え て , HUV E Cかも
integrin αvβ3を免疫沈降 し, 精製 GPIIb/IIIa - の Fg 結合と精製integrin αvβ3 - の
Vn 結合の 両方を阻害 した .
血小板 GPIIb/IIa と Fg の 結合が血小板凝集 の最終段階で あ る こ と か ら,
G PIIb/IIa 括抗薬は強力 な血小板凝集阻害作用 を示すと考えられ て い る , 抗
G PIIb/IIIa 抗体の Fab fr agm e nt で あろ Y M33 7および ibcixim ab は血小板 - の Fg
結合ならびに精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の Fg 結合を完全に阻害 した こ とか ら, 両抗体は
G PIIb/ⅠIa 括抗薬と して作用すると考えられた . そ こ で , 最初に Y M 3 37と
abcixim ab の 血 小板凝集阻害作用 を A D P, コ ラ ー ゲ ン , epin ephrin e な らび に
thro mboxan eA2 a n alog で ある U 46619 とい っ た種 々 の機序の 血小板凝集惹起剤を
用 い て検討 した ･ y M 33 7と abcixim ab はす べ て の ago nistで 惹起され る血小板凝
集をほぼ完全 に阻害 した . 従 っ て , Y M 33 7ならび に abcixim ab はG PIIb/IIa結抗
作用 に基づき血小板凝集を阻害 して い る と考えられた .
19
病的血栓形成の 第 一 段階は , 露 出 した 内皮 下組織 - の 血小板の粘着 で ある .
そ こ で , Y M 33 7および abcixim ab の 粘着タ ン パ ク質 - の 血小板粘着作用を検討
した . Y M 33 7お よ び abcixim ab は Fg,Fn, sube ndothelialm atrix - の ヒ ト血小板粘
着を濃度依存的 にか つ 完全 に 阻害 した . しか し, VWF - の血小板粘着におい て
は , Y M 337, abcixim ab ともに完全な阻害は認 められ なか っ た . これ は vW F- の
血小板粘着に は GPIIb/ⅠⅠIa 以外 の 機序が関与 して い るため と考えられた . 血小板
で は G PIIb/ⅠⅠIa以外 に GPIb/IXN co mplex が vw Fと結合す る こ とが示 されて いる
【32]･ GPIb/Ⅰ打V c o mple xと v W F の結合を阻害する Aurin Tric arbo xylicAcid(A TA)
[33] を用 い た予備検討にお い て , YM 337な らびに abcixim ab は A T A の存在下で
vw F へ の血小板粘着を完全 に阻害した . 以上の 結果 より, vWF へ の 血小板粘着
には G PIIb/ IIa と GPIb/IXN c o mple xの 両方 が関与する こ とが示された . しか し
なが ら, G PIIb/ⅠⅠIa措抗薬単独でも vW F- の 血小板粘着を強く阻害で きる こ とが
示 された .
結合実験に お い て , YM337 と abcixim ab の 血小板との 親和性は ほぼ 同等であ
つ たが, 血小板 あたり の結合数は abcixim ab が Y M 337 の約 2 倍多か っ た . こ の
試験 で得られた abcixim ab の K d値 (6.6土 1.5 nM) および血小板 あたり の結合数
(76,000土 5,400) は , 以前 に報告されて い る K d値 (6.2 土 2.7 nM)[3 4] および
血小板あたりの結合数 (83,300土10,700[35]) とほ ぼ 一 致 して い た . 血小板上の
G PIIb/ⅠⅠIa数に つ い て の 報告で は ,血小板あたり約40,000分子の Fgが結合 し[3 6,
37], 多く の 抗 GPIIb/ⅠⅠIa モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の 血 小板あたり の 結合数時如
35
,
000-50
,
000と報告されて い る 【38-40]. そ の ため, 血小板膜表面上 の G PIIb/ⅠⅠIa
は約 4 0,000分子 で あると考えられ ており , 今回の Y M 337 の 結合数 (42,000土
3
,
0 00) は こ の値と 一 致 して い る . abcixim ab の 血小板あたりの結合数が y M 337
より多い 理由に つ い てをも 現在の と こ ろ不 明で ある . こ れまで に , R G Dペ プチ
ドは abcixim ab の 血小板 - の結合を阻害するが, y M 33 7 の血小板 - の 結合を阻
害 しない こ とが示されて い る[13,41]･ さらに, 予備的な検討にお い て , YM 3 37
は GPIIb/ⅠⅠIa - の abcixim ab の結合を阻害 しない こ とが示 され て い る . 以上の 結
果は , Y M 337 と abcixim ab が GPIIb/IIIa 上 の 異なる エ ピ ト ー プを認識 して い る こ
とを示唆 して い る .
Y M 33 7と ,abcixim abは血小板可溶化画分か ら G PIIb/ⅠⅠIa を免疫沈降したの に対
し , abcixim ab は血 小板可溶化画分から G PIIb/IIa を免疫沈 降 した ばか り か
HU V E C可溶化画分か らintegrin αvβ3をも免疫沈降した . abcixim ab が H U V E C の
integrin αvβ3を認識する こ とは以前の報告と 一 致 して い る [34]. 同 一 条件下にお
い て , Y M 337が H UVE Cの 可溶化画分か ら特異的な蛋白質を免疫沈降 しなか っ
た の で , Y M 37は HUV EC に発現す る蛋白質を認識 しな い こ とが示唆された.
さらに, Y M 33 7は精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の Fg 結合の みを阻害す るが, abcixim ab は
精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の Fg 結合とともに精製integrin α,β3 - の Vn 結合を阻害 した .
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こ の abcixim ab の 結果 も以 前 の 報告と 一 致 して い る [3 4]. こ れ ら の 結果 は ,
y M 33 7と ab占ixim abが G PIIb/ⅠⅠIa 上 の 異なる エ ピ ト ー プを認識 して い る こ とを示
唆 して い る .
G PIIb/ⅠⅠIa とintegrin αvβ3は integrin superfamily に属 して い る . integrin は α鎖と
β鏡の糖タ ン パ ク 質の bete r odim e rで あり, 種 々 の 細胞 に発現 し, 種々 の 生理的現
象に 関与 して いる [42]. G PIIb/ⅠⅠIa は血小板とそ の前駆細胞 で ある 巨核球系細胞
の み に発現 して い るが , integrin α,β3 は血小板, 血 管内皮細胞, 平滑筋細胞 , 破
骨 細 胞 , 上 皮細胞等と 種 々 の 細 胞 に 発 現 し て い る . G PIIb/ⅠⅠIa な らび に
integrin αⅤβ3 は , いずれ もリガ ン ドの RGD 配列 を介 して結合す る . R G D配列 を
認識 す る iptegrin の ホ モ ロ ジ
ー は 比 較 的高 い 【42]･ それ ゆえ , abcixim ab は
G PIIb/ⅠⅠIa に加 えてintegrin α,β3をも認 識 して い る と考えられた .
以上 の こ と より, Y M 33 7は abcixim ab とほ ぼ同等 の in vitr oで の 抗血小板作用
を示 した , また Y M 337は 特異的に G PIIb/ⅠⅠIa に結合 し, abcixim ab とは異なる エ
ピ ト ー プ を認識 して いるこ とが示唆された .
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第2 章 : アカ ゲザル に お ける Y M 33 7と abcixim ab の抗血 小板作用 の 比較
1 . 緒言
第1章 で述 べ た よう に , Y M 337 の ヒト抗血小板作用は abcixim ab とほぼ同程度で あ
つ たが , Y M 33 7が GPIIb/ⅠⅠIa に特異的に作用する の に対 し abcixim ab は G PIIち/ⅠⅠIa 以
外 にintegrin αⅤβ3 を認識 し, リガン ドの 結合を阻害した . こ の ように抗 G P Ⅱb/ⅠⅠIa モ
ノ ク ロ - ナル 抗体の Fab fr agm e ntで ある Y M 33 7と abcixim ab はin vitr oにお い て 異な
る性質を有す る こ とが 明らかと な っ た.
次に , Y M 33 7 の in vv o に お ける抗血小板作用および出血時間 へ の 影響を確認す る
ため, そ の 予備検討と して , Y M 337 の種々 の 動物 - の反応性を検討 した . 各種動物
より調製 した P R Pを用 い て , A D Pおよび コ ラ ー ゲ ン により惹起 した血小板凝集に対
す る Y M 33 7の 阻害活性を検討 した . その 結果 , Y M 33 7 の種特異性 は非常に高く , マ
ウス , ラ ッ ト, モ ル モ ッ ト, ウサギ, イ ヌ , カ ニ ク イザル の血小板に は全く反応せず,
リ ス ザル には弱く反応 した . 検討 した動物 種 の 中で は アカゲザル が唯 一 ヒ トと同様に
反応する こ とが示 された .
本章で は , アカ ゲザル にお ける単回静脈内投与試験ならびに持続静脈内累積投与読
験を行 い . Y M 33 7と abcixim ab のe x vivo 血小板凝集と出血時間に対す る影響を検討
し, これ ら薬剤 の血 小板凝集阻害作用と出血時間延長作用の 関係 に つ い て 比較 した .
2 . 材料と方法
2.1
■
実験動物
雄性ア カゲザル を ハ ム リ ー 株式会社より購入 し, 試験に供した .
2.2 薬剤
Y M3 37は第 l章に記載 した方法 にて 調製 した . abcixim ab PeoPro
㊨
) は Eli Li11y よ
り購入 した ･ 薬剤を0･22pm フ ィ ル タ ー (M ille x- G V, Millipor eCo rp. , Bedfo rd, M A, U S A)
に通 した後, 生理食塩水 で用時希釈 した .
2.3 ア カ ゲザル - の投与
2.3.1 単回静脈内投与試験
雄性アカゲザル ( 体重2･65- 3･9 kg)を塩酸ケタ ミ ン (5mgkg, Ketalar
⑧
,
Sankyo Coワ
Tokyo) の筋肉内注射により麻酔 し, 各薬剤を下肢伏在静脈より約30秒間かけて投与
した . 薬剤投与前ならび に投与後5分および 1, 3, 6, 12, 24時間 に大腿静脈より 1/10
容チ トラ ー'トを抗凝固剤と して 3 ml採血 し, 採血後出血時間を測定 した . また, 体
温 を薬剤投与前ならび に投与 24時間後に測定 した . なお, 明らか に血小板凝集阻害
活性が消失 したと認 められた場合は , それ以後の採血は行わなか っ た .
2,3.2 持続静脈内累積投与試験
雄性ア カゲザル (座重 ‥2.75- 3.6 kg) を塩酸ケタミ ン (5 mg/kg) の 筋肉内注射 に
より麻酔 し, 下肢伏在静脈より持続静脈内投与 した . 薬剤は 0.1LLg/kg/min の 投与速度
で 30分間持続静脈内投与 し, 以後 0･3, 1, 3ヲ10, 30pg/kg/min と投与量を順次増加させ
た . 採血 は投与開始3 0分後 に , 大腿静脈より l/10容チトラ ー トを抗凝固剤と して 3 ml
採血 した . また各採血ポイ ン トにお い て , 血圧 , 心拍数ならびに出血時 間を測定 した.
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なお , 出血 時間が 3 0分以上 に延長 した個体が見られた場合は , 薬剤の さらなる増量
は行わなか っ た .
2.4 e x viv o血小板凝集の 測定
チトラ ー ト採血 したア カ ゲザル 血液 を80× g で 1 0分間遠心する こ とで得られた上
清をP R Pと した ｡ その 後, さ らに 2,00 0× g で 10分間遠心する こ とで 得られ た上清を
P P Pと した . P R P中の血小板数を自動血球計数計 に て測定 し,P P Pで3 00, 00platelets/pl
に 調整 した . A D P(20LIM , M C Medic al) によ っ て 惹起 され る血小板凝集を血小板凝集
計 にて測定した . デ ー タ は , 薬剤投与前の各個体の最大凝集値に対する各採血ポイ ン
トの 最大凝集値の 阻害率と して 表 した . なお, 投与前よりも投 与後の最大凝集値が大
き か っ た場合は , 阻害率 を 0 %と した .
2.5 出血時間の 測定
出血時間は Te mplatelvy 法に て測定 した . 各採血 ポイ ン トで の採血後 に血圧測定用
カ フ を上腕部に巻き , 40 m mHg の 圧 を維持 しながら , 前腕部で Simplate
⑧
(Organ o n
Tekn ikaCo. , ･Du rh am, N C, U S A) を用 い て 一 定 の切創を つ け, 出血が停止する迄 の 時間
を3 0秒毎 に測定した . なお , 出血時間 が3 0分以上 に延長 した場合に は , 3 0分で測定
を終了 し, 出血 時間を3 0分と記録 した .
2
.
6 血事夜学的パ ラメ ー タ ー な らび に血液凝固時間 の測定
各血球数, - マ トク リ ッ ト, - モ グ ロ ビ ンめ測定には自動血球計数計を用 い た . 普
た, 血液凝固時間を K C-4 Acoagulo m eter(Amelu ngCo. , Lehbringsw eg, Ge rm any) を用 い
て測定 した. pr othr o mbintim e(P T) は 50pl の PP Pを3 7oC で 1分間保温後､ 5 0ド1 の
プ レ ー ン トロ ン ポプラ ス チ ン (Ortho D iagn o stic Syste m sCo., Tokyo, Japan) を添加 し,
a ctiv atedpartialthro mbopla stintim e(A P T T)は5 0pl の P P Pに 5 0pl の活性ト ロ ン ボ フ ァ
ッ ク ス (Ortho Diagn o stic Syste m sCo.) を加 えて 3 7oC で 3分間保温後､ 5 0plの 20m M
CaC12 を添加 し, それぞれ凝固するま で の 時 間を測定 した .
2
.
7 遊離血奨中濃度の測定
Y M 33 7ならび に abcixim ab の 遊離血祭中濃度は , ウサギ抗 y M 33 7ポリク ロ ー ナ ル
抗体ある い は ウサ ギ抗 abcixim ab ポリク ロ ー ナル 抗体を用 い たサ ン ドウィ ッ チ E LIS A
を用 い て測定した . 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー トに3 5m M NaH C O3 - 6.7 m M Na2C O3で 2
LLg/mlに希釈 した抗体を 100plず つ 添加 し, 4 oC で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ した . 溶液 を除
去 した後 , 200L1 の 25% blo cka c e(大日本製薬) で 37oC, 1 時間ブロ ッ キン グ した .
T B S(20 m M Tris-H Cl, 150 m M NaCl) で希釈 した血祭を100トLlず つ 添加 し, 37 oC で2
時間反応させた . 300plの 0.05 % Tw e en 20/T B S(T-T B S) で 3 回洗浄 した後, T BS で
希釈 した 2 LLg/ml の ビオ チ ン 化抗 c 4 G l抗体ある い は 1000倍希釈 した ビオチ ン化抗
abcixim ab抗体を1 00plず っ 添加 し, 37 oC で 1 時間反応 させ , さらに
で 3 回洗浄 した ･ T B Sで 1000倍希釈 した strepta vidin- H R P Oを 100pl
3 0 plの
ず つ 添加
T-T B S
し, 塞
温 で 3 0分間反応させた後 , 300LLl のT- T B Sで 3 回洗浄 した . 100LLIO)2,2' - ア ジノ ビ
ス 3- エ チル ベ ン ゾチア ゾリ ン 6- ス ル ホ ン 酸溶液 (A B T S溶液 , Bio- Rad) を添加す る
ことに より発色 させ ,5 0plの 2% シ ュ ウ酸を添加す る こ とに より反応を停止 させ た後 ,
414n m の 吸光度を マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー (Tbe rm o Ma x) にて測定 した .
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2.8 Y M 337ならびに abcixim ab の血小板 GPIb/ⅠⅠIa 占有率の測定
血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率は , Y M 337ならび に abcixim ab の G PIIb/ⅠⅠIa - の 結合を桔
抗 しな いintegrinβ3に対する マ ウス モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体B 6 A 3 IgG[13]を用 い たc叩ture
E LISA で 測定した ･ 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー トに T B S で 2p g/mlに希釈 した B 6 A 3 IgG を
1 00い1ず つ 添加 し, 4
oC で - 晩 コ ー テ ィ ン グ した . 溶液 を除去 した後, 200け1 のl %
B S A /T B Sで 3 7oC, 1 時 間ブ ロ ッ キ ン グ し, 300pl の T B Sで 1 回洗浄 した. 3 00, 00
platelets小1に調整 した p RPに最終濃度 1 % T dto nX -1 00を添加 し, 血小板を可溶化さ
せ る こ とに より, 試料を調製 した ･ T B Sで 10倍希釈 した試料を1 00Ltlず つ 添加 し,
室温 で 2 時間反応させた . 300plの T-T B Sで 3 回洗浄 した後, 0.1 % B S A/T B Sで 希釈
した5トLg/ml の ビオチ ン 化抗 c 4 Gl抗体あるい は ビ オチ ン化抗 abcixim ab抗体を100pl
ず つ 添加 し, 室温 で 1 時間反応 させ , さ らに 300FLI の T-T B S で 3回洗浄した. 0.1%
BSA/T B Sで 1000倍希釈 した Str epa vidin- H R P Oを 100トLlず つ 添加 し, 室温で 30分間
反応 させ た後, 3 00pl の T-T B S で3 回洗浄 した . 100pl の A B T S溶液を添加す る こ と
により発 色させ , 50plの 2 % シュ ウ酸を添加する こ とにより反応 を停止 させ た後, 41 4
n m の 吸光度を マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー (T he m oMa x) に て 測定 した . 血 小板
G PIIb/ⅠⅠIa 占有率は , 投与前 の P R Pをバ ッ ク グラン ドと し, 同P R Pに 10p g/ml Y M 33 7
ある い は 1 0p g/mlabcixim ab を添加 した時 を1 00 %値と して , 各測定時 間の 占有率を
算出 した .
3/ 結果
3.1 in vitr o血小板凝集に対する影響
y M 337ならび に abcixim ab は用 量依存的に ヒ トな らび にアカ ゲザル P R Pでめ A D P
惹起血小板凝集を阻害 した二 IC5 0値は, ヒ トpR Pで は Y M 337が o.507j= 0.053 p g/ml,
abcixim abが 2.5 18j= 0.160Llg/ml[1 6], ア カゲザル P R Pで は Y M33 7が 1.1 土 0.1LLg/ml,
abcixim abが2.6士 0.3pg/ml であ っ た (結果 はそれぞれ 3例 の Me a n土 S.E. M .を表わす).
3.2 静脈内投与試験
Y M 33 7ならび に abcixim ab をア カ ゲザル に単回静脈内投与 した時 の血小板凝集, 出
血時間に対する効果をそれぞれ Fig. 11ならびに Fig. 12に示 した . yM337 は単回静脈
内投与 5分後にはす べ て の 用 量で A D P惹起血小板凝集を阻害 した . さらに , 1 mg/kg
で は 1 時間後まで A D Ii惹起血小板凝集をほ ぼ完全に阻害したが,3 時 間後には阻害活
性が約 50 %にまで低下 し, 阻害活性 の 消失は速やか で あっ た . また, 1 mg/kg におい
て投与 5 分後に出血時間が 20分以上に延長 したが, 1 時間後に は 10分以 内に, 3 時
間後に は投与前借 に速や か に回復 した .
一 方 , abcixim ab は 0.5 mg/kg で 3 時間後まで , 1 mg化g では 1,2 時間後まで A D P惹
起血小板凝集をほ ぼ完全に阻害 した . abcixim ab の 血小板凝集阻害活性は Y M 33 7に比
べ 持続的で あ っ た . abcixim ab の 0.5 mg/kg で は投与 1 時間後まで , 1 mg/kg で は3 時
間後ま で 出血 時間が2o分以上 に延 長 し, 1 mg/kgで は6 時間後にお い て も約 15分に
ま で延長 した . 出血 時間の 延長作用も abcixim ab はY M337に比 べ 持続的であ っ た .
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両薬剤 の単回静脈内投与後の 血祭中濃度と血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率の推移を Fig. 13
な らびに Fig. 14に示 した . y M3 37 な らび に abcixim ab の 投与 5 分後の 血簾中濃度は
用量依存的に増加 し, 3 時間後には投与前借まで低 下 した . 両薬剤の 血簾中濃度の 消
失は速や かで あ っ た ･ y M 337 の投与 12時間後の 血小板 GPIIb/ⅠⅠIa 占有率は ,0.25mg/kg
で約 37 %, 0･5 mg収gで約 28 %, 1 mg化g で野45 %で あ っ た . - 方 , abcixim ab の 投与
24時間後の 血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率 は , 0･25mg/!g で約 74% , 0.5 mg/kg で約 8 0 %, 1
mg/kg で約 84% であ っ た .
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3.3 持続静脈内累積投与試験
y M 337ならびキこabcixim abをア
■カ ゲザル に持続静脈内累積投与 した時の 血小板凝集,
出血 時間に対する効果を Fig. 15に示 した . Y M 33 7ならび に abcixim ab は用量依存的
に A D P惹起血小板凝集を阻害 し, 3p g化g/min 以上 の 投与量で 80 %以上の 阻害活性を
示 した . 出血時間も用量依存的に延長 し, Y M 33 7で は 3 0pg/kg/min, abcixim ab で は10
p g/kg/min の用量 で出血時間が3 0分近くま で延長 した ･ 出血時 間を延長 させ る用量 は
血小板凝集を阻害する用量 の Y M 33 7 で約 10倍, abcixim ab で約 3倍で あり, Y M 337
の ほ うがより帝離が大き か っ た .
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両薬剤 の血祭中濃度と血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率の推移をFig. 16な らび に Fig. 17に
示 した . ･ Y M 33 7な らびに abcixim ab とも に 3 pg/kg/min まで は, 血 祭中濃度は低値を
示 した . 両薬剤とも 10p g化g/min か ら血祭中濃度が増加 したが , Y M 33 7 のほうが血
祭中濃度の増加が大き か っ た . また , Y M 33 7ならびに abcixim ab は 0.3p g/晦/min より
血小板 に結合 し, 3Llg瓜g/min 以上 で 8 0 %以上血小板 G PIIb/IIIa を占有 した . これ は血
小板凝集阻害作用 の推移とよく相関 して い た ｡
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3.4 血小板凝集阻害活性 , 出血 時間と血祭中薬物濃度の 関係
こ の 試験におけ る両薬剤の 血 小板凝集阻害活性, 出血時間と血寮中濃度の 関係 を
Fig. 18に示 した . 両薬剤の単回静脈内投与試験ならびに持続静脈内累積投与試験の全
て の 測定ポイ ン トで の 血小板凝集阻害活性お よび出血時間をそれぞれ の 血紫申渡度
に対 して プ ロ ッ トした . y山337で は, 血小板凝集阻害作用は Y M 337 の血祭中濃度が
約 o.1 p g/mlより発現 し, 0.3 pg/ml以上 で ほ ぼ完全な阻害まで達 した . 出血時間の 延
長作用は約 3pg/mlより発現 し, 10pg/ml以上 で 3 0分の 延長まで達した . 血小板凝集
作用と出血時間の 延長作用を発現する血祭中濃度には 明らか な帝離が見られた . 一 方
abcixim ab で は, 血小板凝集阻寧作用 は abcixim ab の血簾中濃度が約 0.05pg/mlより発
現 し, 0.5pg/ml以上 で ほぼ完全な阻害まで達 した. 出血時間延長作用は約 0.05p g/ml
より発現 し､ 0.8 p g/ml以上で 30分の延長 まで達 した . 血小板凝集作用と出血時間の
延長作用を発現する血祭中濃度は近接 して い た .
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4 . 考察
本章にお い て , Y M 337 はア カゲザル に単回静脈内投与後, 速やか に か つ 強力 に血
小板凝集を阻害 したが, そ の 阻害活性 の 消失 は abcixim ab に比 べ て速やか で ある こ と
が示 され た ･ さらに , Y M 337 で は 血小板凝集阻害作用と出血時間 の延長作用 の 発 現
する血祭中濃度には明らか な帝離が 見 られ たが, abcixim ab に は そ の ような帝離は見
られなか っ た .
単回静脈 内投与試験で は , 両薬剤の 0.25 mg/kgに お い て ほ ぼ完全な血小板凝集阻害
活性 が 見 ら'れ た ･ y M 33 7 の血 小 板 凝集阻害活性 と 出血 時 間延長 作用 の 持続 は
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abcixim ab に比 べ 短 か っ た . abcixim ab の持続 した抗血小板作用は血小板 G PIIb/ⅠⅠIa へ
の 結合の 持続によ るも の と考えられた . 血衆中濃度は 両薬剤とも単回静脈内投与後 ,
同様 に速やか に減少 した の で , Y M 37 の血小板凝集や出血時間 に対す る作用 の 早 い
消失は , Y M 337が血小板 G PIIb/ⅠⅠIa か ら解離 しやす い こと に起因 して い るもの と考え
られた ･ 第1 章で 示 したよう に Y M 337と abcixim ab の Kd値は ほ ぼ同様 で あ っ たが,
血小板か らの Y M 337 の解離は abcixim abより速 い こ とが以前に報告され て い る [43].
こ れ らの デ ー タ は Y M 33 7 の血小板凝集や出血時間に対す る作用がabcixim ab に比 べ て
よ り コ ン トロ ー ル し易い こ とを示唆 して い る . Y M 33 7 の作用持続時間の 短 さは, 投
与 中止 により血小板機能が速やか に回復する こ と を示 してお り , 血栓性疾患の急性期
治療にお い て 有用 で ある と考えられた .
持続静脈内累積投与試験に おい て , Y M 337は 血小板凝集を阻害する用量と 出血時
間を延長 させ る用量 の 罪離が abcixim ab より約 3 倍大きか っ た . こ れをより明確化す
るために , 両薬剤 にお ける全 て の 測定ポイ ン トで の 血小板凝集阻害活性および出血時
間をそれぞれ の血簾中濃度 に対 してプ ロ ッ トする と, 血小板凝集を完全に 阻害 した時
の血衆 Y M 33 7濃度と出血時間を最大に延長 させた時の 血渡y M 337濃度で は明 らか な
解離が見られた ･ 一 方 , abcixim ab では血小板凝集を阻害 した時 の血購中濃度と出血
時間を延長させた時 の 血祭中濃度は接近 して い た. 最近の GPIIb/ⅠⅠIa 括抗薬の 報告 に
お い て出血時間延長作用と血小板凝集抑制作用 の 関係 が検討されて い る . しか しなが
ら, 出血時間の測定は動物種や方法に大きく依存する こ とか ら, 薬剤間 の 出血時間に
対する影響につ い て他 の 報告と比較する こ とは でき ない . その ため, ア カゲザル を用
い て 同 一 の方法 にて Y M 337 と abcixim ab と の 直接比較試験を行 っ た本章の結果は,信
頼性が高い もの と考えられた . y M 33 7が ヒ トにお い て も abcixim ab に比 べ て コ ン トロ
ー ル が容易なの か , 出血 に対 して より安全で あるの か に つ い て は, 今後臨嘩試験 で精
査されるで あろう.
本章にお い て , YM 337は abcixim ab に比 べ て血小板凝集阻害活性と出血時間 の延長
作用が帝離 して い る こ とが示 された . しか しながら . こ の メ カ ニ ズム に つ い て は解明
され て い ない . そ こ で , 本研究で認 められ た帝離を説明するた めの仮説 を考えた . 第
一 に, 第 1 章で示 したよ うに Y M 337は GPIIb/ⅠIIa に特異的に結合する が, abcixim ab
は GPIIb/ⅠⅠIa だけで なくintegrin αⅤβ3を認識 し, リガ ン ドの 結合を阻害 した . さらに ,
abicixim ab はαMβ2integrin(C D llb/C D 18, M ac-1)に結合 し, リガ ン ド結合を.阻害する こ
とが報告されて い る .[44】･ 第二 に , やcixim ab はヒ ト, サル , イヌ の血小板に結合す
る こ とが知 られて い る が , y M 337は ヒ ト, ア カ ゲザル , リス ザル の 血小板に は結合
す るが, カ ニ クイザル に は結合せず, y M 33 7は abcixim ab よりも種特異性が高 い こ と
が明 らか とな っ て い る . 第三 に , 精製 G PIIb/ⅠⅠIa - の Y M 337の 結合は R G D Sによ っ
て 全く阻害されなか っ た [4l,43]. 与れ は,Y M 33 7 のGPIIb/IIIa の結合部位は abcixim ab
や他の G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬とは異なる こ とを示唆 して いる . こ の ように ,i山egrin特異性,
種特異性, 認識 エ ピ ト ー プ の 相違が関与 して い る可能性が考えられるが詳細は不明で
あり, 今後の 検討課題 で ある と思 われる .
本章の結果より, Y M 33 7は作用持続時間の 短 い , in vivoで の 薬効 コ ン トロ ー ル が容
易なG PIIb/ⅠⅠIa括抗薬で あ ると考えられた . また, Y M 337はabcixim abに比 べ て 出血時
間に対する影響がより小さか っ た こ とか
.
ら, 血栓性疾患患者の 急性期治療にお い て 安
全 か つ 有用 な抗血小板薬に な る可能性が示唆された .
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第 3章 : 組織プ ラ ス ミノ ー ゲ ン アク チ ベ ー タ ー の血栓溶解作用 に対す る.Y M 337
の 併用効果 - ア カ ゲザ ル 冠動脈血栓モ デ ル にお ける検討 -
1 . 緒言
前章まで に , Y M 33 7は Fg と G PIIb/ⅠⅠIa の 結合を特異的に阻害する こ とにより
in vitr oにお い て 強力な血小板凝集阻害作用を示すこ とが明 らか とな っ た . また ,
Y M 33 7 の integrin 特異性 は abcixim ab とは 異なり , さらに Y M 37 と abcixim ab
が G PIIb/ⅠⅠIa 上 の 異な る エ ピ ト ー プ を認識する可能性が示唆された . ア カゲザル
- の 静脈 内投与試験にお い て , YM 33 7の e x viv o血小板凝集阻害作用 の持続時間
が abcixim ab より短く , 出血時間 に対する影響が小さい こ とが示 され , y M 337
は安全性 の高い抗血小板薬になる ことが期待された. 本章で は , Y M 33 7 の in v v o
に おける抗血栓作用を検討 した .
これ まで Y M 337 のin viv oで の 抗血栓作用に つ いて は, リ ス ザル 腸間膜細静脈
血栓 モ デル 【45], リ ス ザル 中大脳動脈血栓 モ デル [46】, リス ザル 中大脳動脈閉
塞脳梗塞モ デル [47】 にお い て評価が行われた . y M 337 は いずれ の モ デル にお
い て も強 い 抗血栓作用 を示 し, 出血 時間に 対する影響も小さか っ た . こ の よう
に , こ れま で Y M 33 7単剤に よる薬効評価が行われて きたが, 実際の 臨床の 現場
で は , 抗血小板薬は輯凝固薬や血栓溶解薬と併用される こ とが多い . そ こ で本
章で は, ア カ ゲザル冠動脈血栓モ デ ル を用 い て , 組織プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア クチ
ベ ー タ ー (tis s u epla s minoge n activ ator,t-P A) の 血栓溶解作用および血栓溶解後の
急性期再閉塞に対する YM337の 併用効果をア ス ピリン を対照薬と して比較 した.
2 . 材料 と方法
2.1 薬剤
Y M 33 7は第 1 章に記載 した方法に て調製 した . 薬剤を o.22pm フ ィ ル タ ー
(M ille 又- GV)に通 した後, 生理食塩水 で用時希釈 して使用 した ･ re co mbin ant t-P A,
ア ス ピリ ンおよび - パ リ ン は それぞれ田辺製薬(G R TP A
⑧
,
Os aka) , ナカ ライテ
ス ク (Kyoto) および小 玉 (Tokyo) よりそれ ぞれ購入 した.
2.2 銅 コ イ ル 誘導血栓モデル
体重 4.7 - 13.2 kg の 27 頭の雄性 アカゲザル を実験に用 いた. 塩酸ケタ ミン (10
mg/kg,
r Ketalar⑧) の 筋肉内注射に より動物を麻酔 し, ペ ン トバ ル ビタ ー ル (10
mg/kg, Ne mbutal
⑧
,
Dainippon Pha m a c e utic al Co. , Os aka) の 静脈内投与に より麻酔
を維持 した . 次い で , 気管チ ュ ー ブを挿管 し, 人 工呼吸器 (Sbin a n oK.ogyoln c. ,
Tokyo) を用 い て 20ml/kg, 15beats/min で人 工呼吸 を行 っ た . 左右の伏在静脈と
右大腿動静脈 にそ れぞれ麻酔維持用 , ･ トP A および被験薬投与用および血圧 ･ 心
拍数測定用 の カ ニ ュ - レ を留置 した . ま た , 不整脈 の 検出の ため に心電図 (罪
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二 誘導) をモ ニ タ ー した . さ らに , 動脈 - の ア ク セ ス の た め, 左頚動脈 を露出
し, 6F のシ
ー ス カテ ー テ ル (S S S-type, TonokuralkaKogyo Co., Tokyo) を留置 し
た . 冠動脈血栓形成は既報 [48] に従い , Ⅹ 線透視下 で銅 コ イ ル (長 さ5.O m m,
直径 l.3 m m) を冠動脈内ガイ ドワイ ヤ - (Ter Ⅵ皿 OCo., Tokyo) を用 い て 小児用
冠動脈カ テ ー テ ル (4F, Takaha shi-type;To n okur alka Kogyo Co.) とポリ エ チ レ ン
チ ュ ー ブ (P EI OO,Intr am edic㊨;Nippon Be cto nDickin s o nCo., Tokyo) に て 右冠動脈
(R C A), 左冠動脈回旋枝 (L C X) ま たは左冠動脈前下行枝(L A D) に留置する こ
とで作製 した . 閉塞性血栓の 形成は冠動脈造影 により確認 した .
2.3 試験プ ロ ト コ ー ル
銅 コ イ ル挿入後, 閉塞性血栓の 形成を確認す るために , 2 0分鯨に冠動脈造影
を行 っ た . 閉塞性血栓 の形成部位を Table4 に 示 した . すべ て の 動物 に対 し, t-P A
投与開始 10分前に , - パ リ ン 200 IU戊g を静脈内 に単回投与 した . 被験薬 (生
理食塩水 , ア ス ピリン, y M 337) は - パ リ ン 投与直後た投与を開始 した . Y M 337
は0.25mg収gの単回静脈内投与 に 引き続き1.5ドg/kg/min の持続静脈内投与を250
分間行 っ た (0.17ml/min). 生 理食塩水 は Y M 3 37と同様 の 投与方法を用 い た . ア
ス ピリ ン は 1 7mg此g を単回静脈内投与 した . 閉塞性血栓形成 60分後 に, イ ン フ
ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ (S T C-523, Ter um oCo.)
■
を用 い て , t-P A O.5 mg侭g(0.05mg/kg
を単回静脈内投与 し, 残 りを 60分間 で持続静脈内投与)により血栓溶解を行 っ
た . t-P A投与開始後, 15分間隔 で 4 回 , 冠動脈造影を行 い , 再 開通 を確認 した .
t-p A投与開始60分後まで に冠動脈再開通が認められなか っ た動物 は非再開通例
と判定 した . さらに , 再閉塞の有無を確認する ため, t-P A の投与終了後さらに
3 0分間隔で 6 回 (.t
-P A投与終了後 180分まで) 冠動脈造影を行 っ た . 再 開通 お
よび再 閉塞 の 判定は TI M I(thr o mbolysisin myo c ardial infar ctio n) 判定に従 い , グ
レ ー ド2 または グ レ ー ド3 を再 開通 と し, グ レ ー ド0 または グレ ー ド1 を再閉
塞と した [4 9]. 冠動脈造影に より再開通率, 再 開通 時間 , 再 閉塞率および再閉
塞時間を算出 した . また , 血栓形成時や再開通時の 実験過程で 不整脈が発生 し
た場合 に は , 心房細動等 の 重篤な症状 - の 移行を防止する目的 で リ ドカイ ン
(xylo c aine
㊥
,
Fujis a w a- AstraCo., Os aka) を適宜静脈内に投与 した . なお , 実験終
了時には, 動物 を過剰量 の ペ ン トパ ル ビタ ー ル と塩化 カ リ ウム を用 い て 安楽死
した .
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Table4. Thelo c atio n s oftbefb皿 ed o c clu sivethro mbu s
Gr o up Totaln u mber L A D LCX R C A
Salin e 5 3
Y M 337 5 3
Aspirin 5 5
0 2
1 1
0 0
L A D:lefta nteriorde s c e nding artery;L CX:1e氏cir c umnex artery;RC A:rightc o r o n ary
artery
-
2.4 残存血栓蛋白質量
実験終了直後に銅 コ イ ル を冠動脈 より取 り出 し, 残 存血栓の 蛋白質畳を測定
した ･ 銅 コ イ ル に付着 した 血栓は , 1 ml の0.5 N水酸化 ナ トリウム に溶解 し, 蛋
白質量は Bradfo rd法 に て BS Aを標準と して 定量 した .
2.5e x viv o血小板凝集 の測定
被験薬物投与前ならびに投与 60分後および 18 0分後 に , 1/10容 のチ トラ ー ト
を抗凝由剤と して血硬 (6 ml) を頚動脈の シ ー ス より採血 した . pRP を用 い た
e x viv o血小板凝集は, 血小板数を 300, 00platelets/plに調整 して血小板凝集計に
て測定した ･ すべ て の 群におい て A D P(20pM)で惹起 した血小板凝集を測定 し,
ア ス ピリ ン投与群にお い て ア ラ キ ドン酸 (o,2 - 1 m M) で惹起 した血小板凝集も
同時に測定 した .
2
.6 血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率の測定
Y M 337の血小板 GPIIb/IIIa 占有率は第2章 2.8 に て記載 した方法で行 っ た.
2.7 出血 時間の測定
アカゲザル におけ る出血時間の測定 は ,第2章2.5にて 記載 した方法で行 っ た .
2
.8 血事夜学的パ ラメ ー タ の 測定
被験薬物投与前, 60分後および 18 0分後に , 血液 (o.2 ml) を E D T A-2 K の入
っ たサ ン プル カ ッ プ に採取 した . 血液学的パ ラメ ー タの 測定は第 2章2.6 にて記
載 した方法で行 っ た .
2.9. 血液凝固時間の 測定
被験薬物投与前, 60分後および 180分後 に, 1/10容 の チ トラ ー トを抗凝固剤
と して血液 (1 ml) を採取 した . なお,
-
血液凝固時間の 測定は第2章2.6 にて記
載 した方法 で行 っ た .
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2.10, 統計解析
す べ て の 統計解析 は , S A Ssystem を用 い て行 っ た . 実験は 各群 5例 で行 っ た .
再 開通時 間が 60分以上で あ っ た場合および再閉塞時間が 180分以 上で あ っ た場
合 は , それぞれ 60分および 180分と して統計処理を行 っ た . 群間 の 比較は , 再
開通時 間, 再 閉塞時間, 出血時間および A P T Tに つ い て は Ste elte stを用 い た .
再開通率 および再閉塞率には Fishe rte stを用 い , Bo nfe rr o ni の方法 で有意水準を
補正 した . これ らの ノ ン パ ラメ トリ ッ ク デ ー タは 中央値で 示 した . パ ラメ トリ
ッ クデ ー タは m ean 士 S.E. M . で示 し, 群間の 比較には Du n nett te st を用 い た . 経時
変化を検討 したパ ラメ ー タ に つ い て は 二 元配置分散分析を行 い , 交互作用が認
められ た場合に , 各時点にお ける群間比較を Du n n ett'ste st を用 い て 行 っ た . p <
0.05を有意と判定 した .
3 . 結果
3.1 冠動 脈再開通と再閉塞
左前下行枝の み に銅 コ イ ル を挿入する こ とは技術的に 困難で あ っ たた め, 本
試験 で は左前下行枝, 左 回旋枝または右冠動脈 の い ずれ か に閉塞性血栓を作製
す る こ とと した . ア カゲザ ル は 心筋虚血た弱く , 約 半数の動物が閉塞性血栓形
成中ある い は形成後に心房細動 の ような重篤な不整脈の ため に 死 亡 した . それ
ゆ え, 心筋虚血後に生き残 っ た個体の み を実験に用 い た . 15例全例 にお い て ,
銅 コ イ ル挿入 20分後に閉塞性血栓 の 形成が確認された . t-p A投与後 の 再開通 時
間と再開通率をFig. 1 9に示 した . Y M 33 7およびア ス ピリ ン投与群で は全例 に お
い て 再開通が確認された . 一 方 , 生理食塩水投与群で は 5例中4例 (80%) に お
い て 再開通が確認された . 生理食塩水投与群, y M 337投与群およびア ス ピリ ン
投与群 の 再 開通時間の中央値 は , それぞれ , 60分(n - 5), 30分(n - 5), 45分(n
- 5) であ っ た . Y M 337投与群 の再 開通 時間は , 生理食塩水投与群に対 して有意
に短縮 した (P< 0.05). ア ス ピリ ン投与群で は有意な再開通時間 の 短縮は認めら
れなか っ た .
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Fig･ 1 9. Tim eto r eperfusio n and reperfusio nrate aRerthe administr atio n oft-P Aa nd
te stdmg･ Clo s ed circle s r epr e s e nt 血e tim eto r epe血 sio nin ea ch a nim al. The ope n
cir cle r epr e s e nts an anim althatfailedto attain r eperfusio n at60min. Horiz o ntal ba rs
indic atethe m ediantim ein e a chgr o up. *P < 0.05bySte eltest.
再 開通後の 再閉塞時間および再閉塞率をFig. 20に示 した . 再 閉塞率は , 生理
食塩水投与群, y M 33 7投与群お よびア ス ピリ ン投与群にお い て , それぞれ 100 %
(4例中 4例), 20 %(5例中 1例)および 100%(5例中5例) で あり, Y M 337投与
群の 再閉塞率は生理食塩水投与群よりも低い傾向が認められた(p - 0.095). 坐
理食塩水投与群, y M 3 37投与群およびア ス ピリ ン投与群の 再閉塞時間の中央値
は , それぞれ , 30分(n - 4), 180分(n - 5) および 30分(a - 5) で , Y M 337投
与群 の再閉塞時間は生理食塩水投与群に対 して有意に延長 した (p< o.o5).
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*P < 0.05 bySte elte st.
3.2 残存血栓蛋白質量
血栓蛋白質量は, 生理食塩水投与群, y M 37投与群, ア ス ピリ ン投与群でそ
れぞれ 1 041j=1 51p g(n - 5), 328土 41p g(n - 5), 745士191p g(n - 5) で あ っ た .
Y M 337投与群の 血栓蛋白質量 は生理食塩液投与群に対 して有意に減少 した (p
< 0.01).
3.3 血小板凝集
Fig. 21に A D P惹起血小板凝集 の変化を示 した . y M 337群で は生理食塩水群
に対 して有意に A D P惹起血 小板凝集を阻害した(p < o.o1). 一 方 , ア ス ピリ ン
群 で は A D P惹起血小板凝集 の 阻害は認 められなか っ た . なお , ア ス ピリ ン は 3
時間後にお い て , ア ラキ ドン酸惹起血小板凝集を投与前値に対 して 96.6% 阻害 し
た .
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3.4 血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率
Y M 337による血小板 G PIIb/ⅠⅠIa 占有率 は , 投与開始 60分後で 101土l.4%, 18 0
分後で は 100土 2.0 %で あ っ た .
3.5 出血 時間
Table 5 に各群におけ る出血時間の変化を示 した . 投与前借にお い て各群間に
有意な差は認められな か っ た . す べ て の 群にお い て , - パ リ ン , 被験薬および
t-P A の投与 により 出血時 間は投与前借に比 べ て 延長 したが, 各群間にお い て は
有意な差は認 め られ なか っ た .
Table5･ Cha ngesinte mplateble edingtim ebefo r e a nd aRe rthe administr atio n ofs alin e,
a splrl n, a nd Y M 337.
Te mplate Ble edingtim e
Gr o up 白a s elin e 60min 18 0min
Median R ange Median R ange Median R ange
Salin e(n - 5) 2.0 2.0 - 3.0 4.5 3.5 - ･6.0 4.0 3.0 - 7.0
Y M 337(n -5) 2.0 1.5 - 3.0 7.0 5.0 - 10.5 7.0 3.0 - 14.5
Aspirin(n - 5) 2.5 1.5 - 3.0 5.0 4.0 - 5.5 4.0 3.0 - 4.5
3
.6 血液学的パ ラメ ー タ
各群間にお い て , 実験 中に赤血球数, 血小板数, 白血球数, - モ グロ ビ ン 量
お よび - マ トクリ ッ ト値に有意な差は認 め られ なか っ た.
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3.7 血液凝固時間
A P T Tは - パ リン 200 IU/kg 投与 の 60分後に投与前値の 5.0偉か ら6.8倍 まで
顕著に延長 し, そ の 後 ,180分で は 2.5倍 か ら2.6倍程度まで 回復 した (Table6).
しか しながら, 各群間で は有意な差は認 められ なか っ た . p Tの 変化 は A P T Tに
比 べ て小 さく , A P T Tと 同様 に各群間 にて有意な差は認 められ なか っ た .
Table 6. C ha nge sin a ctiv ated partial thr o mboplastin tim e befTo r e and aae rthe
administr atio n ofs alin e
,
asplrln a nd Y M 337
Gr o up
A P T T(Media n, s e c)
Ba s elihe 60min 180min
Salin e(n = 5) 24.5､L 90.9 66.7
Y M 3 37(n = 5) 25.8 176.1 74.1
Aspirin(n - 5) 26.6 104.7 53.7
4 . 考察
Y M 337はt-P Aによ る血栓溶解を促進 し, 血栓溶解後 の急性再閉塞を阻害 した .
同様 の 結果 は 7E3や他 の G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬 の有効性を示す研究結果と して報告さ
れて い る 【50-54]. 血栓溶解療法後の 再閉塞に対 して は ア ス ピリ ン の 有用性が臨
床的に 証明 されて い る [55]. しか しなが ら, 本研究で はア ス ピリ ン は ア ラ キ ド
ン 酸刺激 に よる血小板凝集を阻害 したが , 血栓形成 に 関 して は有意な抑制効果
を示さなか っ た . こ の ように ア ス ピリ ン が血栓形成に対 して十分な抑制効果が
ない と い う結果は, これ まで に も幾つ か の 報告がある 【45,5 6, 57].
実験終了時にお ける襲存血栓蛋白量は, Y M 337によ っ て 有意に減少 して い た .
臨床 的 に も, 冠動脈の 再閉塞 と血栓溶解療法後の 残存血栓 の 関係が報告され て
い る 【58]. 今回用 い た モ デ ル の 血栓 は , 主 にフ ィ プリ ン , 血小板そ して赤血球
か ら構成され てお り, 通常, 冠動 脈 か ら血栓形成性 の 高い銅 コ イ ル を除か なけ
れ ば, 血栓溶解活性ある い は抗血栓活性 の低下に伴 い , 再開塞 が起こ る と考え
られ て い る [59]. 本研究の結果 は , - パ リ ン による新たな フ ィ プリ ン形成 の 阻
害と Y M337に よる血小板凝集 の 阻害により, 実験終了時における残存血栓量を
減少さ せ る こ とが でき る が, ア ス ピリ ン で は効果が不十分で ある こ とを示唆 し
て い る .
Y M 33 7投与群で は血小板上 の G PIIb/ⅠⅠIa は完全 に占有され , A D P惹起血小板
凝集は ほ ぼ完全 に 阻害されて い た . G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬に より完全に血小板凝集を
阻害するためには 80 %以上 の G PIIb/ⅠⅠIa を占有する必要がある こ とが報告されて
お り [5, 24, 60], 今 回の 結果 と合致 して い る ｡ 今回 の 試験 で は , 血 小板上 の
GPIIb/IIIa を完全 に占有す る Y M 33 7 の用童を用 い た た め , 本 モ デル にお ける
Y M 3 37の最小有効用量を予測する こ とは でき なか っ た .
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Y M 337の 優位性 は , そ の短 い 半減期とそれ に伴う速やか な血小板凝集 の 回復
の ため , 出血時間の 延長や 出血 の リ ス ク を低減でき る可能性が あ る こ とで ある .
今回 の 実験 で は , 各群 間で 出血時間に有意な差は認 められなか っ た . しか しな
が ら, 本研究 で の 例数 は確 か な結論を得る に は不十分で あり , 今回 の 結果 をヒ
トに外挿する際に は注意が必要で ある . G 和 b/ⅠⅠIa 措抗薬の 出血時間に対する影
響は , 動 物種や測定方法 に より影響を受けるため, 結論 を得るた 捌 こは条件を
一 定に して 比較する必要 がある . 第 2 章で 述 べ たように , Y M 337と abcixim ab
と の 直接比較試験 の結果 で は , Y M 337は 出血時間を延長する こと なく ,
'
完全 に
血小板凝集を阻害 し, ア カ ゲザ ル にお け る Y M 33 7 のtber叩 e utic windo w
▲
は
abcixim ab よりも大き か っ た ･ も しこ の 現象が 臨床 試験にお い て も観察されれば,
YM337は abcixim ab に有用性および安全性にお い て優る薬剤となる可能性 が考
えられ る .
以上 の結果 より, y M 337は ア カゲザル 冠動脈血栓 モ デ ル にお い て 出血時 間を
延長す る こ となく t-P･A に よる血栓溶解を促進 し, 再開通後 の 急性再閉塞を阻害
した ･ y M 337は急性心筋梗塞患者の 血栓溶解療法の併用薬と して有用 で あると
考えられた .
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第 4章 : 流動条件下で の 血小板粘着に対する Y M 3 37お よび abcixim ab の 効果 の
検討
1 . 緒言
前章まで に, Y M 337 は 出血時間に対す る影響が小さい 用量で抗血栓作用を発
現する こ と を示 した ･ さらに, ア カゲザル を用 い た abcixim ab との 比較試験にお
い て
,
Y M 337 の in vtro および ex viv oで の 抗血小板作用 は abcixim abとほ ぼ同等
で あ っ たが , Y M 337 の 出血時間に対する影響は abcixim abより小 さか づた.
局所で の 血小板血栓形成に は血流が 大きな影響を及ぼすこ と が知 られて い
▲
る
【61, 62]･ その た め , 近年 , 生理的な動脈血栓形成に近 い条件 で血小板血栓形成
の メ カ ニ ズム を検討す る こ とが重要で ある と考えられ る ようにな っ た. こ の 目
的の ため, 流動条件下にて血管内膜損傷部位 で血流に暴露される内皮下 マ トリ
ッ ク ス (コ ラ ー ゲ ン 等) を固相化 し, 血小板粘着とそれ に続く血小板血栓 の成
長をリ ア ル タイ ム で観察する測定系が開発 された . こ の 系 で は血流の影響と損
傷血管壁 の存在を考慮 して い る こ と か ら, 従来 の 棟幹下 で の 液相 の 血小板凝集
を測定する系より生理的な動脈血栓の形成過程を, より正確に反映す るもの と
考えられ て い る ･ 血流下, 特に速く豊富な冠血流下 で の 冠動脈血栓形成 で は高
ずり応力 に よる血栓形成が主に起きて い る と考えられて い る [63].
本章で は , Y M 33 7と abcixim ab の出血時間に対する影響の違い を解明するた
め, 動脈 にお ける血栓形成を反映すると考えられ て いる 内皮下 マ トリ ッ ク ス の
一 つ で ある コ ラ ー ゲン表面 へ の 流動条件下 で の 血小板粘着にお ける両薬剤の 効
果を検討 した .
2 . 材料と方法
2.1 薬剤
Y M 33 7は第 1章に記載 した方法にて調製 した . abcixim ab はEliLillyより購入
した .
2.2 ヒト血事夜の採取
血液中の 生理的なカル シ ウム濃度を維持するため, 0.125mg血1の ア ル ガ トロ
バ ン (特異的なトロ ン ビ ン 阻害剤, M its ubishiChe mical, Co rp., Tokyo) を抗凝固
剤と して 健常人ボラ ン テ ィ ア より採血 した .
2.3 フロ ー チ ャ ン バ ー シ ス テ ム
Y M 3 37ある い は abcixim ab を3 7oC で 30分間, ヒ ト血液と反応させ た. 血小
板血栓の成長を蛍光顕微鏡下 でリ ア ル タイ ム に観察し, ビデ オテ ー プに録 画す
るた め, 血液を フ ロ ー チ ャ ン バ ー にて 港流する前に 0.01 m M の蛍光色素メ パ ク
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リ ン を血液に添加 し, 血小板を蛍光標識 した ., 使用 した濃度の メ パ ク リ ン は 血
小板 の濃典療粒 に取 り込 まれ る が, 血小板の機能を抑制 しない こ とが判 っ て い
る 【64]. カ バ ー グラ ス を 2.1 mg/ml Typelc ollagen の 0.5M 酢酸溶液(pH 2｡8) で
コ ー トした後, p B Sで 洗浄 した . ずり速度を変化 でき る ように組立て られた フ
ロ ー チ ャ ン バ ー を C C Dカメ ラ の 付属 した蛍光顕微鏡上に設置 した [65]. 前処置
した血液を2 ml/min の 一 定 の 速度で シ リ ン ジで吸引す る こ と で チャ ン バ ー を通
した [66]. 5 0/s ある い は 1500/s に相当するずり速度がフ ロ ー チ ャ ン バ ー 内 に惹
起され , これ らずり速度下に お ける血栓形成過程が ビデ オ テ ー プに録画 された .
2.4 抗血小板作用 の 評価
血栓形成過程を録画 した ビデ オテ ー プはデジタ ル 化 され , 静止 画像解析 ソ フ
ト (W in ROO F, Mita ni Co rp. , Fukui) を用い て 解析 した . まず, こ の ソフ トに よ
り コ ラ ー ゲン 上の 蛍光パ タ ー ン か ら血栓量を計算 した . また, NIH Im age を用 い
て コ ラ ー ゲン 上の 蛍光パ タ ー
_
ン か ら血栓 の 3 次元イメ ー ジ を作製 した ･ y M 33 7
お よび abcixim ab の抗血小板作用 は薬剤非処置の 血液 を用 い た際の 血栓量 に対す
る薬剤処置後の血栓量 の 残存率 で表 した .
3 . 結果
3.1高ずり速度および低ずり速度下 で の YM 33 7と abcixim ab の抗血小板作用
本研究で は , チャ ン バ ー 内 で の 低ずり速度 (5 0/s) と高ずり速度 (1500/s) の
2 つ の異なる血流下にお ける 両薬剤 の抗血小板作用 を検討 した [62]. こ の 2 つ の
血流下で の 血栓形成 のメ カ ニ ズ ム は異な る こ とが知 られ て お り , 抗血栓薬 の効
果も異な る こ とが考えられた . 高ずり速度下で 形成された血栓は低ずり速度下
で形成された血栓より大きく強固で あ っ た (Fig. 2 2) . 最も重要な違い は高ずり
速度下 で の血栓形成で は vW Fと G PIb の結合が大きく寄与 して い る ことで ある .
こ の 条件下に て , Y M 33 7および abcixim ab は濃度依存的 に高ずり速度下 にお け
る コ ラ ー ゲン表面で の 血栓形成を阻害 した . 一 方 , 低ずり速度下で の Y M 33 7 の
作用 は高ずり速度下で の 作用 に比 べ 減弓弓して い たが , abcixim ab の作用 は 2 つ の
血流間 で ほぼ同等で あ っ た (Fig. 22, 23).
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Fig･ 22･ Three-dim e n sio n al im age softhr o mbu sform atio n o n a c olage n s u rfa c einthe
pre s e n c e of Y M 337o r abcixim ab underhigh(1500/s) and lo w(50/s)she a r r ate
co nditio n s･ YM 33 7and abcixim ab w er ein cubated with whole blood fr o m a single
do n or at 37oC fo r3 0min
,
the nthe s ampleblo od w aspe rfus6dthr o ughthe ch ambe r.
Thethr e e-dim e n sio n al im age s ofthr o mbu sge n er atio n o n a collage n s u rfa c e at thetim e
pointof7 min afte rbegin m ng perfusio nar edisplayed.
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Fig. 23. Statistic al analysis of antiplatelet efe cts of YM 337o r abcixim ab underhigh
(1500/s)and lo w(5 0/s)she ar r ate c o nditio n s･ Experim e ntalc o nditio n sw
.
er eide ntic alto
tho s ede s c ribed inFig. 22, e x c ept that5 e xpe rim e nts w e r epe rfo rm ed u slngblo od fr o m
5 indepe nde nt do n or s(n = 5). The antiplatelet effe cts of Y M 337o r abcixim ab w er e
e xpres sed asthe r e sidu alper c e ntthrombus volu me, a s c alc ulated byc o mputer-a s sisted
im age an alysis. Eachdat um r epr e s e nts the m e an 士 S. D. 允o m5 separ ate e xperim ents.
Statisticaldiffe re n c e of a ntiplatelet effe cts of Y M 33 7 betw e e n50/s and 1500/s w as
e v alu atedbytw o- w ayfa ctorialANO V Awith a StatV ie w s o氏w ar e(Aba c u sCo n c epts
Col Berkeley, CA), in which the pr obability v alu e ofp < 0.05 is c onsider edto be
statistic allyslgnific a nt.
4 . 考察
止 血機構の初期 ス テ ッ プで ある血小板血栓形成メカ ニ ズ ム に 関して は, 従来
よ り静止 系 の 血小板粘着能, 閉鎖擾拝系 の 血小板凝集能で血小板機能が評価さ
れて き た . 実際, 血小板血栓形成過程におけるintegrin をは じめと した多様な血
小板膜蛋白質と コ ラ ー ゲ ン , Fg
.
, vW Fな どの 粘着蛋白質と の結合 の分子メ カ ニ ズ
ム や , 結合後の 血小板内情報伝達機構および血小板凝集メ カ ニ ズ ム が従来の莱
験系 で 明らか になり つ つ ある . しか しな がら,
ノ
血小板は生体内 で は赤血球 , 白
血球 とともに よ どみなく血流 に の り血管内皮近傍を流れ て おり , 血管壁 の 状態
の微妙な変化を読みと っ て 迅速に反応 (初期粘着) する . した が っ て 以前 か ら,
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血小板機能を評価す る際に は , 血流環境を考慮す る こ とが重要 と考えられて い
た ･ 実際, 生理的血流状況を組入れた実験系に よる近年 の 研究成績は , 血流(悼
にずり速度) に よ っ て 血小板血栓形成メ カ ニ ズ ム が 大きく異なる こ とを示 して
おり, 従来ま で の 血小板血栓形成メ カ ニ ズ ム の概念が大きく変わり つ つ ある .
血流は - 般に 中央部で速く , 血管壁近傍で遅 く , 速度の 勾配 が常に生 じて い
る ･ こ の た め, 血管壁 表面および血液細胞 に は細胞 をそ の 流れ の 方向に歪ませ
引き ちぎろうとす る力 が働くようになる . これ をずり応力(she a rstres s)と呼び ,
ずり応力 she ar str es s- ” xdu/dr - 4QphTr3(Q‥血流, け‥粘 嵐
r : 血管径) で表 され , 血流が速い ほ ど, 血 管径 が狭い ほ ど,
どず り応力 は高くな る . 血小板は血管壁近傍を流れ て お り,
の ずり速度に基づ い たず り応力 を受けると考えられ る [63].
du/dr :ずり速度,
また粘度が高い ほ
血小板は血管壁側
そ して , 血小板は
こ の ずり応力 を受 けな がらそ の粘着能を発揮 し, 生理的 ･ 痛的血栓形成にお い
て 重要な働きを して い る .
本研究におい て , Y M 337は高ずり速度下 にお ける血栓形成を優先的に阻害し
たが , abcixim ab は高ずり速度および低ずり速度下で の 血栓形成を同程度に阻害
した ･ 血流下 , 特に速く豊富な冠血流下で の 冠動脈血栓形成で は高ずり速度下
によ る血栓形成が主に超きて い ると考えられ て おり , 高ずり速度下で の 血小板
血栓形成は冠動脈血栓形成等 の病的血栓形成を反映す るも の と考えられ て い る .
そ の ため, 高ずり速度下で の 血栓形成を選択的に阻害するような薬剤は 冠動脈
血栓等に起因する疾患の治療に有用 で ある こ とが予想された . y M 337は低ずり
速度下よりも高ずり速度下 に お ける血栓形成を優先的 に 阻害 した こ とか ら,
Y M 3 37が低ずり速度下で の 血栓形成に大きな影響を与 える こ となく高ずり速度
下 による血栓形成を効果的に阻害できる こ とを示 してお り, Y M 337は冠動脈血
栓形成等の速い 血流下 で の 血栓形成に起因する疾患の 治療に有用な薬剤に なる
こ とが期待された .
Y M 33 7は , 第 2 章にお い て abcixim ab より 出血時間に対する影響の /J.1さい こ
とが示 され, さ らに第 3 章にお い て 出血時間を有意に延長 しな い用 量にて 冠動
脈血栓の t-P Aに よる血栓溶解を促進 し, 再 開通後 の急性再閉塞を阻害する こ と
が示 された . 第 1章に お い て , YM 33 7と abcixim ab のin ,itr .で の 抗血小板作用
の 強度はほ ぼ同等で あ っ たが, yM 33 7が血小板 G PIIb/ⅠⅠIa に特異的 に作用する
の に対 し, abcixim ab が GPIIb/IIIa ばか りか integrin αvβ3 にも作用する こ とを示 し
た ･ また, これま で に abcixim abがintegrin αMβ1に作用する こ とが報告されて い
る [44]･ こ の ように , 両薬剤間で 血egrin 特異性が異なり, 両抗体が認識する
G PIIb/ⅠⅠIa 上の エ ピ ト ー プが異なる こ とが示唆されて お り, これ が出血時間に対
して異 なる影響を与えて い る可能性 が考えられた . 本章にお いて , Y M 337は高
ずり速度下にお ける血栓形成を優先的に阻害 した . これ は , 血管が 狭窄し,病的
血栓が形成され る よう な部位に お い て抗血栓効果を示すような y M 37の 用量を
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用 い た場合 にお い て も低ずり速度下 で の 血栓 形成を阻害 しにく い こ とを示 して
い る . 低ず り速度が止 血 の 場 で の 血流を必ず しも反映 して い る訳 で は ない と考
えられ るが , 動脈 内の よう な速 い 血流で は ない こ とが予想 され る . その ため ,
こ の ような止血 の 場で の 抗血栓作用が Y M 337は abcixim ab より弱 い こ とは , 両
薬剤 の 出血 時間に対する異なるデ ー タ を説明する仮説 の 一 つ に なりうる と考え
られた .
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第 5章 ‥ 経 口投与可能 な低分子 G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬 yM 128 の抗血小板作用 の検討
1 . 緒言 .
前章ま で に Y M 337がすで に臨床応用され て い る abcixim a′b に比 べ て 出血 リス
ク の 小 さい 抗血小板薬になる可能性が示 された . y M 337は蛋白質で ある こ とか
ら, 血栓症急性期 にお ける血栓性イ ベ ン トの予防ある い は治療薬とな る可能性
が示唆された ･ しか しなが ら, ア ス ピリ ン , チ ク ロ ピジ ン等をは じめとす る従
来 の 抗血小板薬は, 急性期治療後 の 二 次血栓予防を目的に経 口薬と して 用 い ら
れ て い る ･ 現時点で臨床応用され て い る G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬に は , 抗体の･ ab｡ixim ab
(Re oPr o㊥), 環状 ペ プ チ ドの epti丘baⅠide (Integrilin
⑧
), 低分子化合物 の tir o丘ba n
(Ag gra stat
⑧
)が ある が, いずれも注射薬で あり, 経 口投与可能 な G PIIb/ IIa括抗薬
は従来 の 抗血小板薬に 取 っ て代わる治療薬になる こ とが期待される .
G PIIb/ⅠⅠIa と Fg の結合で は, Fg の α 鎖の R G D配列な らびに †鎖 の C 末端の
KQA G D V配列 が GPIIb/IIIa と結合する ･ 実際に これ らの 配列 の ペ プチ ドは Fg と
G PIIb/ⅠⅠIa の結合を阻害 し, 血小板凝集を阻害する . こ の ように数個の ア ミノ酸
にて抗血小板作用を示すこ とか ら, 低分子化合物で の G PIIb/ⅠⅠIa括抗剤の 可能性
が考えられ , 多く の 研究が行われた . すで に経口投与可能な低分子 G PIIb/ⅠⅠIa 括
抗薬が 見出され , そ の 幾 つ かに つ い て臨床試験(xemi lofiban, orboflban, sibr afiba n)
が行われた [67,68]･ しか しなが ら, そ の 結果は期待を裏切 るもの で あ っ た . す
なわ ち, sibr aflban の 臨床試験 (s y M PH O N Y) で は , sibrafiban はア ス ピリ ン に
対 し て有意 に優れ た有効性 は 見 られ な か っ た が , 出血 副作用 の 発 症率は
sibr aflban 投与群 で有意に高か っ た [69]･ ま た , Ⅹe miloflba n(E X CITE) [70],
o rbo丘ba n(OP US- TI M I 16)【71] の 臨床試験にお い て は有効性が見出されず, 死亡
率が却 っ て増加する傾向を示 した .
経 口 G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬が臨床試験にお い て有効性を示 さなか っ た原 因に つ いて ,
幾 つ か の考察がなされて いる [7,68, 72, 73], 第 一 に , 多く の G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬は
経 口 吸収性が低 い た め , 薬効発 現強度 の 個人差が大き い こ とが挙 げられる .
G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬による血小板凝集阻害作用 の用 量依存性 は急峻で あり , 強い 血
小板凝集阻害作用を示すと出血性副作用 が懸念され るため
, 治療域が狭い こと
が知 られ て い る 【74,75]･ こ の ため臨床試験で は , 低めの 用量設定 を したため十
分な有効性を示すこ とが出来な っ.た の で は な い か と考えられ て い る . 第二 に ,
薬物動態の 問題 か ら, 持続静脈内投与 に比 べ て経 口投与 で は薬物濃度の経時変
動 の影響を受けやすく, 十分か つ 安定 した血小板凝集阻害活性 の 維持 が難 しい
こ とが挙げられ る ･ 第三 に, こ れ らの 臨床試験における対象の患者が低リス ク
の 患者であ っ た こ とが考えられ る.･ 例えば, Ⅹe miloflban の臨床試験の プラ セ ボ
群 に お けるイ ベ ン ト発 生率 は abcixim ab にく ら べ 明ら か に低 か っ た (7.9%:
(E X CIT E) xe miloflban [70] vs ll･7% (E PIL O G)[76], 12.8 %(EPIS T E N T)[77]:
abcixim ab)･ 第四咋 , 長期にわた る G PIIb/IIa の 阻害が短期間の 阻害に比 べ , 有
害な作用を発現す る可能性が考えられた . これ は, G PIIb/ⅠⅠIa - の リガ ン ドの結
合後に 出現する G PIIb/ⅠⅠIa 上の n e o epitopes(1iga nd-indu c ed binding site, LIB S) が
G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬による長期の GPIb/叩a の 阻害により発現 し続ける こ とが考え
られ , その ため免疫反応を引き起こ し, 最終的に血小板減少症を惹起する可能
性 が指摘 されて い る (Fig. 24)[78-84]. 最後 に , 長期の G PIIb/ IIa の 阻害に より
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逆説的 に G PIIb/ⅠⅠIa を活性化 させ (o utside-in シ グナ ル), 血小板凝集を惹起させ
る可能性 も挙 げられ て い る 【7,72, 85-8 7]. これ は , 低分子 G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬が リ
ガ ン ド結合部位に結合する こ とに より, G PIIb/ⅠⅠIa が活性化 され , そ の 後 に化 合
物が G PIIb/ⅠⅠIa よ り解離 して も , すで に GPIb/ⅠⅠIa が 活性化 された状態に あ るた
め, Fg等の リガ ン ドが結合 して , 血 小板凝集が惹起されると考えられた(Fig. 25).
すで に , 幾つ か の低分子 G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬が G PIIb/ⅠⅠIaを活性化状態 に変化さ せ ,
血小板凝集を克進さ せ る こ とが 示 されて い る . こ の こ とは , o rbo丘ba n の 臨床試
験に お い て 死 亡率 の 増加傾向が見られ , こ の 死 亡 の殆 どが新たな血栓形成に よ
るも の で あ っ た こ とを説 明す るも の と考えられ て い る 【71]. x e milo丘ba n の 臨床
試験にお い て も被験薬投与群で 死亡 率 が高か っ た こと に つ い て も こ の 問題点が
指摘されて い る [70]. こ の た め , o山side-in シ グナ ル に よる proaggr egato ry 作用
(血小板凝集惹起作用)を持たない G PIIb/ⅠⅠIa桔抗薬 は臨床的に有用で ある と考
えられた .
そ こ で 経 口 可能 な低分子 G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬を探索 し, Y M 12 8を見出 した .
Y M 128 の括性本体は Y M-5 7029 であり , Y M 128はそ の プ ロ ドラ ッ グ体で あ る .
本章で は, Y M-57029 のin vtr oで の抗血小板作用,ihtegrin 特異性 , pr o aggr egato ry
作用 な らび に Y M 128および Y M-57029 のe x viv o血小板凝集阻害作用に つ い て
Ⅹe miloflban(S C-54 684 A) およびそ の 活性体で ある S C-54701 Aと比較 した . そ の
結果 , Y MT57029は S C-54701 Aとほ ぼ同等の in vitr oで の 抗血小板作用を示 し,
Y M 128は経 口投与 に おい て持続 的な e x viv o血小板凝集阻害活性を示 し, 良好な
薬物動態を示 した . さらに, Y M-5 7029は SC-54701 Aが pr o aggregato ry作用 を示
す実験条件下 で , そ の 作用をほ とん ど示 さなか っ た . また , y M-57029は モ ル モ
ッ ト頚動脈血栓モ デル にお い て 強力 か つ 用量依存的な抗血栓作用を発現 した .
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2 . 材料と方法
2.1 実験動物
雄性カ ニ クイザル は ハ ム リ ー 株式会社より , ハ ー トレ 一 系雄性 モ ル モ ッ トは
日本 SL Cよりそれ ぞれ購入 し試験に供 した . 雄性 ピ ー グル 犬 は ハ ム リ ー 株式会
社およ
■
び加商株式会社より購入 し, 試験 に供 した .
2.2 薬剤
Y M-5 7029 (i4-[4-(4- Carb amimidoylphe nyl)-3- o x opiper a zin- トyl]pipe ridin o)ac etic
a cid m o n ohydrochlo ride trihydr ate), YM128 (Ethyl (Z)-(4-(4-[4-(N
2
-
hydr o xyc arb amimidoyl)phenyl】-3- o X opiper azin- トyl)piperidin o)ac etate), S C-54701 A
((3S)-3-[(4-i[4-(Amin oimin o m ethyl)phe nyl]amin o)-1,4-dio x obutyl)amin o]4pe ntyn oi
c a cid m o n ohydr o chloride), SC-54684A(Ⅹe milofiban) ((3 S)-Ethy1 3-[(4-([4-
(amin oi min o methyl)phe nyl]amin o)-1,4-dio x obutyl)amino]4pentynoate
m o n obydr o cbloride) は い ずれも 山之 内製薬株式会社により合成された . 各化合物
の構造式をFig. 26 に示 した . RGD Sは ペ プチ ド研 (Osaka) より購入 した .
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Rl - H, R2 - H, n-1:Y M-57 029 R - H:S C;54 701 A
Rl- O H, R2- C2H5, n -0:Y M 128 R - C2H5:S C-54684 A(x e miloflban)
Fig. 26. Structur es of YM -57029, Y M 128,S C-54701 Aa nd S C-54684 A(x e milo丘ban)
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2.3 血小 板 の 調製
ヒ ト, カ 土 クイザル , ピ ー グル 犬お よび モ ル モ ッ トの 血小板は第1章 2.1 にて
記載 した方法 に準 じて 調製 した .
2.4 血 小板凝集の測定
p R Pおよび洗浄血小板を用 い た血小板凝集 の測定 は第1章2.4 に て記載 した方
法に準 じて実施 した . P RP の場合は ago nistと して A D P(2 - 3pM), コ ラ ー ゲン (1
- 2p g/ml) および T R AP(20LLM) を用 い た . 洗浄血小板の 場合は 1 m M CaCl2お
よび thro mbin(0,1 U血1) を用 い て 血小板凝集を惹起させ た ･ 全血 を用い た コ ラ
ー
ゲ ン (10p g/ml) および T R A P(20 pM) による血小板凝集は全血凝集計 (C5 60,
cbr o n o- Log) を用 い て測定 した . なお , カ ニ クイ ザル , ピ ー グ ル 犬およ び モ ル
モ ッ トP R Pで の 血小板凝集で は A D P(20pM) お よび コ ラ ー ゲ ン (long/ml) を
ago nist と して 用 い た.
2.5 integrin の 精製
2.5.1 ヒト G PIIb/ⅠⅠIa の 精製
ヒ ト GPIIb/ⅠⅠIa はヒ ト血小板より精製 した . 1/10容チ トラ ー トを抗凝固剤と し
て採血 し, 1,200rpm にて 室温 で 1 0分間遠心す る こ とに より P R Pを得た . P RP
を2,50 0rpm で室温に て 10分間遠心 した後,pp Pを除 い た . 沈殿 を20mM Tris- H CI
pH 7.4, 150m M NaCl, 1 m M E D T Aで 3 回洗浄 した後, 1 % Trito nX -100, 20 m M
Tris- H CIpH 7.4, 150mM NaCl,1 m M CaC12, 10トLMle upeptin, 50トIM pe pstatin, 1m M
p M S Fで可溶化 した . 10,000rpm , 4oC で 20分間遠心 し, 不溶物を除い た後, 0.1 %
Trito nX-100
,
20m M Tris- H CIpH 7.4, 150m M NaCl,1 m M CaCl2(buferA) で 平衡
化 した Co n A Sephar o s e(Ame rsh am Phar m acia) に通液 し, 結合画分を 0.1 M
α - M ethyl-D - m a n n o side を含 ん だ buffer A で 溶 出 さ せ た . 溶 出画分を heparin
Sepharo s eC L-6B(Ame rsh am Pharm a c呈a) に流 し, 素通 り画分を分取 した . こ の 画
分を C N Br- a ctiv atedSephar o s e4 B(Amersh am Pha rm acia) に抗 ヒ ト Fg ポリ ク ロ. -
ナ ル 抗体 (Dako) を結合させ たカ ラム に通 し, 素通 り画分を分取する こ とによ
り, 精製 G PIIb/ⅠⅠIa を得た .
2.5.2 ヒトintegrin αⅤβ3 の 精製
ヒ トintegrin αvβ3は, ヒ ト胎盤 の 10 0m M n- o ctyトβ-thioglu c o side で可溶化 した
画分より マ ウ ス 抗 ヒ トintegrinβ3 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 B 6A3 な らび に マ ウス 抗ヒ
ト G PIIb/ⅠⅠIa モ ノク ロ - ナ ル抗体 c4Gl[13] を用 い て 精製された . B6A 3ならび
に C 4Gl は C NBr-activ ated Sephar o s e4 Bに結合させ た .
ヒ ト 胎 盤 を ワ - リ ン グ ブ レ ン ダ ー で 破 砕 後 , 等 容 量 の 5 0 m M
n- o ctyトβ-thioglu c o side, 20m M Tris-HCIpH 7.4, 150m M NaCl, 1 m M CaCl2, 1 m M
MgCl2, 1 m M MnC12,1m M PMSFで 可溶化 した . 遠心分離 した上清を T B S(20m M
Tris- HclpH 7.4, 150m M NaCl, 1 m M CaCl2, 1 m M MgCl2, 1 m M MnCl2), 0.1 %
Trito nX -100で平衡化 した B6A3-Sepba∫o s e4 Bに通液 し, そ の 後 T B S/0.1 % Trito n
X -1 00 で充分洗浄 した . カ ラ ム より 10m M AcO NapH 3.0, 150m M NaCl, 1 m M
CaCl2, 1 m M MgC12, 1 m M MnC12, 0.1 %Trito nX-10 に より溶出す る画分を分取
した . こ の画分には ヒ ト G PIIb/ⅠⅠIa が含まれるた め､ こ の 画分を C4 G トSepba r o se
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4 Bに 通 し, 素通 り 画分を分取す る こ とにより精製integrin αvβ3を得た .
2.5.3 ヒ トintegrin α5β1 の精製
integrin α5βlは , integrin αvβ3 を精製 した際の B 6 A 3-Sephar o se4 B の素通 り画分
より C B D- aga r o s e(宝酒造, C B D, c ellbindingdo m ain :fibro n e ctin を chym otrypsin
で切断 した時 に得られる 120k Da の タ ン パ ク質で , R GD 配列を含有 し, integrin
α5βlと結合する) を用 い て精製 した .
T B S/0.1% Trito nX -1 00で 平衡化 した C B D- agar o s eに B 6 A 3-Sephar o se4 B の素通
り画分を通 し, 結合画分を10m M ED TA,20m M Tris- HCIpH7.4, 150mM NaCl,
o.1 % Trito nX -100 で溶出させた . こ の画分を WG A- agar o s e(生化学工業)に流 し,
結合画分を 0.1 M N- a c etyトD-gluco s a min eを含む T BS/0.1 % Trito nX -100で溶出さ
せ , 精製integrin α5βlを得た｡
2.5.4 ヒ トintegrin αⅤβ5 の精製
integrin αvβ5は integrin αfβl の 精製時 の C BD - aga r os eの 素通 り画分より PIF6
(anti- αvβ5 m O n O Clo n al antibody)-A ffi- Gel10(Che mic o n) を用 い て精製された .
T B S/0.1 % Trito nX -100で 平衡化 した pIF 6- AfTl- Gel 10に C B D- agar o s eの 素通 り
画分を通液させ , 結合画分を10m M AcO NapH 3.0, 150 Ⅲ M NaCl,1 m M CaCl2, 1
m M MgCl2, 1 m M MnCl2, 0.1 % Trito nX -100に より溶出させる こ とに より , 精製
integrin αvβ5 を得た .
2.6 粘着蛋白質 の ビオチ ン化
Fg, Vn, Fn を第 1 章 2.11に記載 した方法に準 じて ビオチ ン化 した .
2.7 精製integrin - の ビ オチ ン化粘着蛋白質の結合
精製integrin - の ビ オチ ン化粘着蛋白質の結合実験は第1章2.12に記載 した方
法に従 っ て行 っ た . なお , 精製integrin は GPIIb/ⅠⅠIa を1pg/ml,integrin αvβ3, α5β1
を 0.5 pg/ml,integrin αvβ5 を0.2p g/mlの濃度で それ ぞれ 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト
に コ ー ト した . また ビ オチ ン化粘着蛋白質は, b-Fg を5 p g/ml, b-Vn を 1 pg/ml,
b-Fn を 2p g/mlの 濃度でそれぞれ用 い た .
2.8 R G D含有peptide の ヒ ト血小板 - の 結合
R G D含有 peptide の ヒ ト血小板 - の結合実験で は R G D含有 pe ptide と して ,
12 5
Ⅰ-labeledcyclic R GD c o nt左iming peptide(
125Ⅰ- し692
,
884
,
N EN
,
Bo sto n
,
M A
,
US A)
を用 い た . P R P(1 00, 00platelets/pl) に 5nM の
125
Ⅰ- L-692
,
884および化合物を添
加 し, 室温で 3 0分間放置 した ･ ■反応後, 2 00plの 20 %s u9r OSe に 100plの 反応
液を重層 し, 12,000× g で 3 分間遠心分離 した . チ ュ ー ブの 先端を切 断 し, そ の
放射活性を †c o u nte rに て測定 した .
2.9pr o aggr egato ry 作用
洗浄血小板 .(500, 00platelets/pl) を 25 0ng/ml P G El存在下 にて化合物と室温
で 6分間反応させ た . さらに, 等量 の 1 %パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ドを添加 し, 室温
で 2 時間放置する こ とにより血小板を固定 した . 等量 の 0.5 M N H4Cl, 0.15 M
50
NaClを添加後 , Tyr ode
'
s - HepespH 7.35で洗浄 し, 浮遊 させ た ･ 血小板浮遊液に
pp pを 10%の 割合で添加す る こ と に より惹起される血小板凝集を レ ー ザ ー 散乱
粒子計測法 に基づく高感度血小板凝集測定装置 A G IO(Ko w a, Tokyo) を用 い て
測定 した [88]. なお , こ の 血小板凝集計で は , 肉眼や濁度法 で は全く認識 で き
な い微小な凝集塊を検出す る こ とがで き る .
薬剤 の proaggregatory 作用 は Du m ett
'
ste st を用 い て統計解析 した ･ P < 0.05を
有意と判定 した.
2.10 ピ ー グル 犬にお ける exviv o 血小板凝集阻害作用
静脈内投与 で は , 雄性 ピ ー グル 犬 (体重 10.3 - 14.9 kg) を実験に用い た . 生理
食塩水 に溶解させ た Y M-57029(0.3,1 mg/kg) お よび S C-5 4701 A(0.03, 0.1 mg/kg)
をそ れぞれ前腕榛皮静脈より3 0秒 間か けて投与 した . 投与前お よび投与5,15,3 0
分お よび 1,2, 4, 6, 9時間後に前腕模皮静脈より 1/10容チ トラ ー トを抗凝固剤と
して無麻酔下4 ml採血 した .
経 口投与 で は, 12時間以上絶食を した雄性 ピ ー グル 犬 (体重 10.2 - 14.1 kg)
･を実験に用 い た . 0.5%メチ ル セ ル ロ ー ス 溶液に懸濁 させ た Y M128(3,10mg/kg)
お よび S C-54684 A(0,3,1 m立花g) を経 口投与用 ゾ ンデを用 い て無麻酔下強制経 口
投与 し､ 薬剤投与前および投与 l,2, 3, 4, 6, 9, 12,24, 48時間後 に前腕椀皮静脈よ
り 1ノ1 0容チ トラ ー トを抗凝固剤と して無麻酔下 4 ml採血 した .
各採血ポイ ン トの AD Pお よび コ ラ ー ゲ ン惹起 の 血小板凝集を測定した . 薬剤
の血 小板凝集阻害作用は, 投与前 の各個体の最大凝集値に 対する各採血ポイ ン
トの 最大凝集値の 阻害率と して表 した . なお , 投与前よりも投与後の最大凝集
値が大き か っ た場合は , 阻害率を 0%と した .
2.11カ ニ クイ ザル にお ける e x viv o血小板凝集阻害作用
静脈内投与でをj:, 雄性カ ニ クイザル (体重4.15- 6.45 kg) を実験に用い た . 堤
酸ケタ ミ ン (5 m〆kg) の 筋肉内注射により動物 を麻酔 し,. 伏在静脈より薬剤を
30秒間 か けて投与 した . 薬剤投与前および投与 5,15, 30分および 1,2,4, 8, 12時
間後に大腿静脈より , I/1 0容の チ トラ ー トを抗凝固剤と して 3 ml採血 を行 っ た .
投与前お よび投与 5分, 1, 2, 4,8, 12時間に 出血時間 の 測定を行 っ た.
経 口投与 では , 12時間以上絶食を した雄性カ ニ ク イザル (体重4.25- 6.65kg)
を実験 に用 い た . 塩酸ケタ ミ ン (5 mg/kg) の 筋肉内注射 により動物を麻酔 し,
薬剤 を強制経 口投与 した . 薬剤投与前および投与 1,2, 3, 4, 6, 9,1 2,15, 18, 24, 48,
72時間後に 大腿静脈より , 1/10容の 3.8 %ク エ ン酸ナ トリ ウム を抗凝固剤と して
3 ml採血 を行 っ た . また, 各採血 ポイ ン トにお い て 出血時間 の測定を行 っ た .
各採血 ポイ ン トの A D Pおよび コ ラ ー ゲン惹起に よ る血小板凝集を測定 した .
薬剤 の血小板凝集阻害作用 は , 投与前の各個体 の最大凝集備 に 対する各採血ポ
イ ン トの最大凝集値の 阻害率と して表 した . なお , 投与前よりも投与後 の最大
凝集値が大きか っ た場合は , 阻害率を0 %とレた ･
出血 時間は第2章 2.5 に記載 した方法 に準 じて測定 した .
2.12
､
モ ル モ ッ トに お ける ex viv o血小板凝集阻害作用
- - ト レ ー 系雄性 モ ル モ ッ ト (体重 190- 2 90g) をペ ン トパ ル ビタ ー ル (50
5 1
m g/kg) の 腹腔 内注射 に よ り動 物 を麻酔 し, 大腿静脈より生理食塩水および
Y M-57029(0.003,0.Ol, 0.03mg/kg) を静脈内投与 し, その 5 分後に腹部大静脈よ
り 1/10容チ トラ ー トを抗凝固剤と して 4 ml採血 を行 っ た . p RP を調製後, A D P
(1LLM)惹起 による血小 板凝集を測定 した . 薬剤 の 血小板凝集阻害作用は , 生理
食塩水投与群の最大凝集値の 平均値に対する各個体の最大凝集値の 阻害率と し
て表 した .
2.13 モ ル モ ッ ト頚動脈血栓血栓モ デル
ハ ー ト レ 一 系雄性 モ ル モ ッ ト (体重34 0- 510g) を塩酸ケタ ミ ン (10 mg/kg)
およびキ シ ラジン (l ong/kg) の 筋肉内注射により麻酔 し, 額部正中切開 し, 左
頚動脈を注意深く剥離露出 した . 露出 した頚動脈 に直径 Im m の 超音波ドッ プラ
ー プ ロ ー ブ(D B FIO R, P rim ete ch, Tokyo) を設置 して レ コ ー ダ ー (w ト681 G, Niho n
Kohde n) に て 頚動脈血 流量 を測定 した . 大腿静脈より生理食塩水お よび
Y M-57029(0.003, 0.01, 0.03mg/kg) を投与 し, そ の 1分後に露出 した頚動脈の プ
ロ ー ブ の 末梢側約 2 m m の 部分を組織用 ピン セ ッ トを用 い , 1秒間はさみ 1秒間
開放 し, こ れを 5回線り返すこ と (pin ching) により血栓形成に伴う血流量 の減
少を誘発 した . 額動脈が完全に閉塞 して 血流停止 が認 められ た場合 は血栓形成
部位を ピ ン セ ッ トで 軽く刺激 し, 血流を再 開させ た . 血栓形成ごとに同様 の操
作を行 い , pin ching か ら20分間 の血流停止 回数を測定 した .
Y M-57029 の 抗血栓作用 は , Du n n ett's te st を用い て統計解析 した . p < o.o5を
有意と判定した .
2.14 ピー グル 犬, カ ニ クイ ザル にお ける Y M 128 の薬物動態の検討
Y M 128および Y M-57029 の 10mg侭g を ピ ー グル 犬に強制経 口投与 し, 投与前
および投与 o.5, 1, 1.5, 2,3,4, 6, 9, 12, 24, 48時間後に前腕模皮静脈より 1/10容チ
トラ ー トを抗凝固剤と して採血 した . また , YM -57029 の 1 mg/kg を伏在静脈よ
り静脈内投与 し, 投与前および投与 o.o83,0.25, 0.5,1,2, 4, 6, 8, 10, 12,24, 48 時間
後に前腕境皮静脈より採血 した .
Y M 128 の 1 mg/kg をカ ニ クイザル に塩酸ケタミ ン の筋肉内注射麻酔下で強制
経 口投与 し, 投与前および投与 1,2, 4,6, 8, 10,24,3 2時間後に大腿静脈より 1/10
容チ トラ ー トを抗凝固剤と して採血 した . また , Y M-5702 9 の 0.25mg化g を前腕
模皮静脈より静脈内投与 し, 投与前および投与0.083, 0.25, 0.5,1, 2, 4, 6, 8時間後
に 大腿静脈より採血 した .
静脈内投与および経 口投与後 の Y M-57029 の血祭中濃度は H P L Cに て測定 し
た ･ 薬物動態札 ノ ン コ ン パ ー トメ ン ト モ デル にあて は め解析 した . 消失速度
定数 (九) は血衆中濃度の推移 の末端相 の傾きを片対数グラ フ より最小 二乗回帰
に て解析 した(九 ニ ー1n10x slope). A UCo→ cDは最終測定ポイ ン トまで の 台形公式と
そ の 後無 限大ま で の 外挿に て算出 した . 消失半減期(Tl/2), 全身ク リア ラ ン ス
(C Lt｡t), 経 口 クリ ア ラ ン ス (CL｡ .al), 分布容積は distrib1止io n v olu m e(V dss) に 下記
の 式 にて算出 した .
C Ltot = Do s e/A U Co→ cD(iv)
C L., al - Do s e/A U Co＋ o.(p.)
v dss - Do s ex A U M Co→ n (iv)/AU Co→ q (iv)
2
5 2
A U Co→ co - A U Co→t ＋ C 肌
tl/2- ln 2/A
I
B A(%)- C Lt.t/C L. ratX100
なお , YM 128 の投与 にお ける投与量 は Y M-5 702 9 の投与量 に換算 して計算 した .
ct は最終ポイ ン トの Y M-5 7029濃度を意味する ･ A U Co→ o, (iv) と A U Co→ co (p｡) は
静脈内投与或い は経 口投与後 の AUCo→ co を意味する ｡ A U M Co→ co(iv) は , 静脈内
投 与後の無限大まで の 外挿に よ る血祭中濃度下 モ ー メ ン トを示 し, 次式 にて算
出された I A U MCo→ の (iv) - A UM Co→t＋ Ctxt/L＋ Ct/L
2
･
2.15 ピ ー グル 犬, カ ニ クイ ザル および ヒ ト肝臓 マ イク ロ ソ - ム 画 分で の Y M 128
か ら Y M-57029 へ の 変換
ヒ ト肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画 分は X E N O T E C H L L C(K?n s a sCity, K A) より購入
した . また , 雄性 ピ ー グル 犬お よび雄性カ ニ クイザ ル の 肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画
分は遠心法に て調製 した . タ ン パ ク 質渡度は bicin chonln ate 法 (Bio- Rad) に て 定
量 した .
y M 128 の代謝は以降に記載 した方 法に て実施 した . o.9 - 1｡2 mg/mlの 肝 マ イ ク
ロ ソ - ム 画分, 1 m M N A D P H, 1 m M N A D H, 0.1 m M E D T A, 100m M Na- K
pho sphatepH 7.4, 25pM Y M 128を含む 0.5 mlの反応液を37 oC で 2時間加温 した
後, 0.15ml のトリ ク ロ ロ 酢酸お よび o.3 ml のメ タノ ー ル を添加 して反応 を停止
させ た . 遠心分離後 , 上清画分を H P L Cにて 解析 し, Y M 128 の活性本体で ある
y M-5 7029を定量 した .
3 . 結果
3.1 in vitr o血小板凝集に対する影響
Table 7 に 種 々 の ago nist に よ り惹起され る in vitr o 血 小板凝集に対する
Y M-5 7029
,
SC-54701 Aお よび R G DS の IC50値を示 した . yM -57029 は全血 , P R P
ならび に洗浄血小板を用 い た血小板凝集を強く阻害 した . IC50値は全血 を用 い た
場合は 4 - 8 nM , P R Pを用 い た場合は 1 6- 22nM , 洗浄血小板を用 い た場合は
3 4IIM で あ っ た . S C-54 701 Aは Y M-57029とほ ぼ同等 の 阻害活性を示 したが,
R G D S の阻害活性は 5,000倍 以上弱 か っ た . なお , Y M-57029 の プ ロ ドラ ッ グ体
で ある YM128は血小板凝集阻害活性を示さなか っ た .
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Table7･ IC50V alu e s of Y M-57029o nplatelet aggr egatio ninducedbyv a rio u?ago nists
吐 軸
IC50(PM)
Ago nist Y M-57029 SC-54701A R G D S
W holeblo od
Platelet-rich
plas m a
W ashedplatelets
Collage n
T R A P
ADP
Collagen
Ar a chido nic a cid
TRA P
Tbrombin
0.004土0.001
0.008土0.002
0.016土0.003
0
.
022土0.004
0.018土0.003
0.016土0.004
0.034土0.007
0.007土0.001
0.007土0,001
0.028 土0,005
0.030土0.008
0.051土0.011
0.023土0.006
0.079土0.010
400土82
39土7-
110土30(4)
1
230≒37(4)
370土66
440土50
130士8.0
R G D S
,
Arg- Gly- Asp
-Ser;T R A P, thr o mbin re c epto rago nistpeptide. IC50V alu e s w er e
c alc ulated fr o mthe co ncentr atio n-inhibitio n c u r v e sin e ach e xperim e nt. Data repr es e nt
也e m e a n士 S.E. M . of4(indic atedinpar e nthe s e s)o r5 e xperim e nts･
Table8 にカ ニ クイザル , ピ ー グル 犬 , モ ル モ ッ トの P R Pを用 い た血小板凝集
に 対する Y M-57029および SC-54701A の IC50値 を示 した . 両化合物ともカ ニ ク
イザル , ピ ー グル 犬で の A D Pおよび コ ラ ー ゲ ン惹起による血小板凝集を阻害し
た . カ ニ クイ ザル で 柱 YM -57029と SC-54701 A阻害活性は , ヒ トより 2 - 4倍弱
か っ た . ど - グル 犬で は Y M-57029 の 阻害活性は ヒ トよりより 20- 3 0倍弱 か っ
たが,S C-54701Aはカ ニ クイザル と ピ ー グル 犬で 阻害活性はほぼ同等で あ っ た .
Table 8. Co mparis o n of
'
IC50 V alu e s of Y M-5 7029a nd S C-54701A on platelet
aggr egatio nin platelet
-richplas m a sfr o mh um a n, cyn o m olgus m o nkeys, be agle dogs,
也
IC50(pM)
Y M-57029
Specie s , A D P Collagen
SC-54701 A
A D P Collag¢n
Hu m an
Cyn o m olgu s
m o n*ey
Be agledog
Guin e aplg
0.016土0.003
0.063土0.008
0.33 土0.05(4)
0.295
0.022土0.004
0.lo主o.02
0.76士0.12(4)
0.641
0.028土0.005
0.088j:0.017
0.064士0.027(4)
0.048
0.030土0.008
0.14土0.02
0.15土0.03(4)
0.115
IC50V alu e s w er e c alc ulted fr o mthe c o n c e ntr atio n-inhibitio n c u rv e sin e achexperim e nt.
Data r epr e s e nt the m e a nj=S･E. M . of4(indic atedinpar e nthe s e s)or5 e xperim e nts･
3.2 integrin 特異性
各integrin - の リ ガ ン ド結合に対する Y M-57 02 9, S C-54701 Aおよび R G D Sの
作用 をFig. 27に示 した . また , それぞれ の ･IC50値 を Table9 に示 した ･ Y M-57029
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および S C-54701 Aは G PIIb/ⅠIIa - の b-Fg結合を強力 に阻害 し, 阻害活性 は R G D S
よ り 1000倍 以上強 か っ た . さ らに , Y M-57029 はintegrin αvβ3 ならびにintegrin
αvβ5 - の b- Vn 結合およびintegrin α5β1 - の b-Fn を 1 m M ま で 阻害 しなか っ た .
一 方 , S C-54701 Aは い ずれ の 結合も弱 い なが らも阻害 した .
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Fig･ 2 7･ Effe ct of YM -57029(也), S C-54701 A(㊨) and RGDS(A)o nbinding of
biotinyla土ed 丘brin oge nto G P Ⅲb/ⅠⅠIa(A),bioti町1ated vitro n e ctin to 血 egrin α,β3(B)
andintegrin αvβ5(C) and biotinylated fibr o n e ctintointegrin α5β1(D). Data repr es e nt
per c entagesofthe c o ntr olv alue(m e an± S. E. M . , G PIIb/ IIa, α vβ3, α5β1: n - 5, αvβ5:
n = 6).
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Table9. E飽ct ofY M-57029
,
S C-547 01 Aa nd R G D So nliga nd bindingtoim m obiliz ed
integrln S.
IC50(pM)
Y M-57029 SC-54701A R G D S
G PIIb/IIIa-fibrinoge n
integrin αvβ3- Vitro n ectin
integrin α,β5- Vitro n e ctin
integrin α5β･l-fibronectin
0.O1 5士0.003
> 1
,
000
> 1,000(6)
> I,000
0.0020土0.0002
100土7
110土12(6)
540土100
16土2
0.090土0.007
1
0.18土0.03(6)
12土1.4
IC5 0V alu e s w ere c alc ulatedfr om the c o n c e ntr atio n-inhibitio n c u rv e sin e ach e xpe rim e nt.
Data r epr e s e nt the m e a n土S･E･ M . of5or6(indic ated inpar e nthes e s)e xperim e nts･
3.3 R G D含有 peptide の ヒ ト血小板 - の結合
yM -5 7029お よ び S C-54701Aは 濃度依存的 に 125Il′692,884(cyclic ROD
c o ntaining peptide) の ヒ ト血小板 - の 結合を完全 に阻害 した. IC50値は YM -57029
が 9.2 nM , SC-54 701 Aが180nM であ っ た .
3.4pr o aggregato ry 作用
Fig. 28はP PP添加 により惹起される固定血小板の 小凝集塊(> 25peakc ount),
中凝集塊(> 400) お よび大凝集塊(> 1000) の 形成を示 して い る . 0.1 m M R G D S
(ADP 惹起血小板凝集阻害の IC50値に相当) および o.1pM SC-54701 A(A D P惹起
血小板凝集阻害の IC50値の 約 4倍 に相当) を血小板と反応させ た後, 固定, 洗浄
し, P PPを添加すると著しい 小凝集塊の形成が見られた . また, 1 m M R G D Sで
は , 有意な中凝集塊, 大凝集塊の形成が見られ , 1PM SC-54701 Aで は有意な中
凝集塊の形成が見られた . 一 方, y M-57029は 0.1pM(A D P惹起血小板凝集阻害
の IC50値の 約4倍 に相当),1pM で僅か な小凝集塊の形成が見られたが, 有意な
差は見られず, さらに中, 大凝集塊の 形成も見られなか っ た .
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3.5 ピ ー グル 犬 にお ける e x viv o試験
Fig. 29 に Y M-57029(Fig. 29 A, C) および S C-54701 A(Fig. 29 B, D) を ピ ー グル
犬に静脈内投与 した際の e x viv o血小板凝集阻害活性を示 した . Y M-57029 は用
量依存的に A D P惹起ならびに コ ラ ー ゲン惹起血小板凝集 (Fig. 29 A, C) を阻害
した . y M-5 702 9 の 0.3
,
1 mg/kgi.Ⅴ . で は投与 5分後に血小板凝集をほぼ完全 に阻
害 したが , 0.3 mg/kgi.Ⅴ . で は投与後 2時間, 1mg/kgi.Ⅴ . で は 4 時間 に投与前借ま
で 回復 した . s c-54701Aも用量依存的に A D p惹起ならび に コ ラ ー ゲン惹起血小
板凝集 (Fig. 29 B, D) を阻害 した . s C-54701 A の 0.03, 0.1 mg瓜gi. v. で は投与後5
分に血小板凝集をほ ぼ完全に阻害したが , o.o3mg/kgi. v. で は投与後 1時間, 0.1
mg/kgi. Ⅴ . で は 4 時間に投与前値まで 回復 した .
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Fig. 29. Inhibitory ef短ct ofYM -5 7029(A, C) and SC-54701 A(B, D)onA DP(A, B)-
andc ollage n(C,D)-indu c edplateletaggregation a鮎 rivbolusinje ctio ntobe agledogs.
Y M-57029
,
0 3(顔) and 1 mg/kg(◎); SC-54701 A, 0･03(囚) and O･1 n lg/kg(◎)I
Experim e nts w e r epe rfTo r m ed o n gr oups of 6 anim als(YM -5 702 9) and 3 anim als
(S C-54701 A)ea ch. Data r epre s e ntthe m e an士 S. E. M .
Fig. 3 0に Y M128(Fig. 30A, C) および SC-54684 A(Fig. 3 0B, D) を ピ ー グル 犬
に経口投与 した際の ex viv o血小板凝集阻害活性を示 した ･ YM 128の 10mg収g p･
L
O･
の 投与2時間後か ら強力 にA D P惹起ならび に コ ラ ー ゲン惹起血小板凝集(Fig. 30
A
,
C) を阻害 し, こ の 作用 は投与 24時間後まで持続 した . y M 128 の 3mg/kg p.o.
で は , 投与後4時間 か ら12時間まで A D P惹起 血小板凝集 (Fig. 30 A) を50 %
以上阻害 したが ,
■
コ ラ ー ゲ ン惹起血小板凝集 (Fig. 30 C) をほ とん ど阻害 しな か
つ た ･ 一 九 sc-54684 Aの 1 mg/kg p･o･ で は , 投与後4時間か ら12時間まで A DP
惹起ならびに コ ラ ー ゲン 惹起血小板凝集 (Fig. 3 0 B, D) を強く 阻害 した . しか
しながら, SC-546 84 A の 1mg/kgp. o. で は, A D P惹起ならびに コ ラ ー ゲン惹起血
小板凝集 (Fig. 3 0B, D) をほ とん ど阻害 しなか っ た .
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Fig･ 30･ Inhibito ry effe ct ofY M 12 8(A, C)and S C-54684 A(B, D)onA D P(A, B)- and
c ollage n(C, D)- indu c edplatelet aggr egatio n afte roral administr atio nto be agle dogs.
Y M 128
,
3(]～) and 10mg化g(○);S C-54 684 A, 0 3(現) and 1mg収g(⑳). Expe rim ents
w er eperfo rmed o ngr o ups of 6anim als(Y MI28) and 3 anim als(SC-54684 A)e a ch.
Data r epr es e nt the m e a n 土S.E. M .
3.5 カ ニ クイザル にお け.る ex viv ol試験
Fig･ 3 1にY M-57 029(Fig. 3 1 A, C, E) お よび S C-5 4701 A(Fig. 3 1 B, D,F) をカ ニ
クイザ ル に静脈内投与 した際の ex viv o血小板凝集ならびに出血時間を示 した .
Y M-57 02 9は用量依存的に A D P惹起 な らびに コ ラ ー ゲ ン 惹起血小板凝集(Fig. 31
A
,
C) を阻害 した . YM -57029 の 0.03mg瓜gi.v . で は投与 5分後 に血小板凝集をほ
ぼ完全 に阻害したが, 4 時間後には投与前借まで 回復 した (Fig. 3 1 A,C). 一 方 ,
0.01 mg搬gi.v. で は投与 5 分後に 60 %以上 の 血小板凝集阻害活性を示 したが, 2
時間後には投与前借まで 回復 した (Fig. 31 A, C). また , yM -5 7029は用量依存的
に出血時間を延長させ , そ の 作用 は血小板凝集阻害活性と 一 致 して い た(Fig. 31
E)I S C-54701Aも用量依存的 に A D P惹起ならびに コ ラ ー ゲ ン惹起血小板凝集(Fig.
3 1 B, D) を阻害 した ･ 0･01mg/k革i･ ,･ で は投与 5分後に 60 %以上 の血小板凝集阻
害活性を示 したが , 1 時間後には投与前値まで 回復 した (Fig. 3 1 B, D). 一 方,
0･003mg/kgi･Ⅴ ･ で はほとん ど血 小板凝集を阻害 しなか っ た (Fig. 31 B, D). また,
S C-54701 Aは これ らの 用量で は出血時間を延長 しな か っ た .
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Fig･ 3 1･ Effe ct ofY M-57 029(A, C, E) and S C-54 701 A(B, D, F)onA D P(A, B)- and
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Fig･ 32･ Effe ct ofY M-5 70?9(A, D, G), Y M 12 8(B, E, H) and S C-54684 A(C,F, I)o n
A D P- (A, B, C) and collagen (D, E, F)- indu c ed platelet aggr egation and te mplate
ble edingtim e(G, H,I)a鮎r o r aladministratio nto cyn o m olgus m o nkeys. Y M-5 7029, 1
(也) and 3mg化g(○); Y M 12 8, 0･3(yL) and 1mg/kg(⑳);S C-54684A, 1(顔)and3
mg/kg(○)I Experim e nts w er eperfわrm ed o ngr o ups of6 anim als. Data repr es e ntthe
m e a n 土S.E. M .
Fig32に Y M-5 7029(Fig･ 32 A, D, G), Y M 128(Fig. 32 B, E, H) および SC-54684 A
仔ig. 3 2 C, F,I) をカ ニ クイザル に経 口投与 した際の ex viv o血小板凝集ならびに
出血時間を示 した . Y M-5 7029 の 3 mg収g p.o . で は投与後 2 時間 か ら12時間まで
強力に A D P惹起ならびに コ ラ ー ゲン惹起血小板凝集(Fig. 32 A, C)を阻害 した .
- 方, y M-57029 の 3 mg佃g p.o . で は血小板凝集を約 3 0% 阻害 した(Fig. 32 A, D).
Y M 128 の 1mg/kgp. o. で は投与後6時間か ら24時間ま で強力 に A D P惹起ならび
に コ ラ ー ゲ ン惹起血小板凝集(Fig. 32 B, E)を阻害 した : 方 , y M 128の 0.3 mg/kg
p･ oで は血小板凝集を約 4 0%阻害 した (Fig. 32 B;E). S C-54 684 A の 3mg/kg p. o .
で は投与後 3 時間 か ら 12時 間まで A D p惹起ならびに コ ラ ー ゲン 惹起血小板凝
集 (Fig･ 3 2 C, F) を強く阻害 した ･ 一 方 , s c-54684 A の 1mg/kg p.o . で は血小板
凝集を約 30%阻害 した(Fig. 32 C, F). い ずれ の化合物 の 出血時間延長作用 は 血
61
小板凝集阻害活性と相関 して い た(Fig. 32 G, 班,Ⅰ).
3.6 モ ル モ ツ.トに おけ る ex vivo 血小板凝集阻害作用および抗血栓作用
Fig. 33に Y M-57029 をモ ル モ ッ トに静脈内投与 した際の ex viv o血小板凝集阻
害作用お よび モ ル モ ッ ト頚動脈血栓モ デル にお ける Y M-57029の 抗血栓作用を
示 した ･ Y M-5 702 9は用量依存的に A DP 惹起血小板凝集を阻害 し, 0.03mg/kgi.v .
で は ほ ぼ完全 に血小板凝集を阻害 した . また, y M-5 70 29 は用量依存的 に抗血栓
作用を示 し, 0.01mg/kgi.Ⅴ . 以上 の 用量で有意な抗血栓作用を示 した .
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3.7 ピ ー グル 犬およびカ ニ クイ ザ ル にお ける Y M 12 8 の薬物動態
TablelOに ピ ー グル 犬, Tablel lにカ ニ クイザ ル で の 薬物動態学的 パ ラメ ー タ
ー を 示 した . ピ ー グル 犬に Y M-5 70 29の 1 mg/kg を静脈 内投与 した際, 5分後の
血祭中濃度は 4540.1 土298.1 ng/ml(m ean 士 S. D.) で あ っ たが , tl/2が 1.2 時間で あ
り, そ の 後速や か に消失した . y M-57029お よび Y M 128 の 1 0mg/kg を ピ ー グル
犬に経 口投与 した際, Tm axはそ れ ぞれ 1.7 お よび5.3時間 で あり , tl/2はそれ ぞれ
1.2 および 1 9.6 時間で あ っ た . ま た, Cm a xは それぞれ 747.9 土174.9 および 531.5 士
2 9.2ng/mlで あ っ た (いずれ も m e an 士 S.D .)I Y M-57029の 1 mg/卑gi.v . とY M-5 7029
の 10mg/kg p.o . の A U Cか ら計算 した y M-57029 のbio a v ailabilityは 8.4%で あり,
Y M-57029の 1 mg/kgi.Ⅴ . と Y M 1 28の 10mg/kg p.o . の AU Cか ら計算 した Y M 128
の bio a v ailabilityは 32.2 %で あ っ た .
1竣 坦
Intr a ve n o u s r o ute Y M-5702 9
Do s e(m g/kg)
C Ll｡f(ml/kg/也)
Vd(1n(g)
tl/2(h)
A U Co-4 8h(ng･h/ml)
1
.
(0･80a sBe efo rm)
2 40.1土30.I
0.278土 0.021
1.2土0.1
4
,
206.3 士497.6
Or alro ute Y M-57029 Y M 128
Do se(mg/kg)
Cm ax(ng/ml)
Tm a x(也)
tl/2(h)
A U Co_48 h(ng･h/ml)
Bio a v ailability(%)
10(8.0 asBeefo rm)
747.9土 174.9
1.7土0.6
2.1士0.0
3,5 49.7j= 838 3
8.4
10(819 asY M-570 29 B･e efor m)
531.5土 29.2
5.3土1.2
19.6土1.8
13,535.3 土459.1
32.3
Vd, V Olum e ofdistributio n; C Lt.t, total cle ar anc e;tl/2, half-life; A U C, area u nde rthe
c u rv e; Cm a x, m a xim um plas m a c o n c e ntr atio n; and Tm a x, tim e to Cm ax. Plas m a
con c e ntratio n ofY M-57029w a sdete rmin ed by u sl ngH P L Co n s ample sfr o mboththe
iv and o r aladministr atio n study. D ata ar e e xpre s s ed as m e anj= S. D. ofthr e e anim als.
Bio a v ailabilty w as c alc ulated by e a ch m ean A U Cv alu e afteri. v. a nd or alstudie s
be c a u s ediffer e nt3 a nim als w e r e u s ed inthe s e studie s oftw o ro ute s.
カ ニ クイ ザル に 0.25mg/kg の Y M-57029を静脈内投与 した際, 5 分後の 血祭中
濃度は 1 039.4 土 241.5 ng/ml(me an.iS.D .) で あ っ たが , tl/2が 1.5 時間で あり, そ
の後速やか に消失した. カ ニ クイ ザル に 1 mg/kg の YM128を経 口投与 した際,
Tm axは 4.7時間 , tln は 11.4 時 間 , Cm a又は 99.9 土 34.6 ng/ml(m e anj= S. D.) で あ っ
た ･ y M-57029 の 0･25mg収gi.v . と yM 128 の 1 血g/kg p. o. の A U Cか ら計算 した
Y M 128 の bio a v ailaもility は 22.2%で あ っ た .
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Table ll.
m o nkeys
P ha m a c okin etic par a m eters of Y M-57029a nd YM 128 in cyn o m olgu s
Intr a v e n o u s ro ute Y M-57029
Do s e(mg/kg)
C Lto.(ml/kgnl)
Vd(1/kg)
tl/2(也)
A U Co_8(ng｡h/ml)
0.25(0.2 0asfr e efor m)
107.3土 45.i
0.221土0.045
1.5 土0.4
2,665.1土 1 2 9.7
Oralro ute Y M 128
Do s e(mdkg)
Cm ax(ng/ml)
T
max(h)
tl/2(也)
A U Co.a(ng･h/ml)
C L｡.al(ml/Ⅳkg)
Bioavailability(%)
1･0(0･89asY M-57029 fre efo r m)
99.9土34.6
4.7j= 1.2
11.4土3.9
2
,056.5土466.9
501.6土101.2
22.2 土9.8
Vd, V Olu m e of distribution;C Lt｡t, totalcle ar an c e;tl/2, halfJife; A U C, ar e a underthe
c u Ⅳ e;Cm a x, m a xim um pla s m a c o n c e ntr atio n;Tm ax, tim eto Cm a x; a nd C Lo ral, O r al body
cle ar an c e･ Pla s m a c o n c e ntr atio n of Y M-57029 w a sdete r min ed by u si ng H P L Co n
s ample s舟o m boththeiv and or al administr atio n study･ Data ar e e xpr es s ed a s m e a nj=
S･D･ ofthre e a nim als･ Bio a v ailability w as c alc ulated individu ally.
3.8 ピ ー グル 犬, カ ニ クイザル お よび ヒ ト肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画 分に お ける
Y M 128か ら Y M-57029- の変換
ピ ー グル 犬, カ ニ クイザル およ び ヒ ト肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画分 を用 い た in
vitr o代謝試験に て , Y M 128は N ADP Hお よび N A D H存在下に お い て効率的に
Y M-57029 に変換された ･ Y M-57029- の変換速度は ピ ー グル犬 で 2.09n m oIA/mg
pr otein, カ ニ ク イザル で 0.63n m olnl/mg pr otein, ヒ トで 0.48n m olnl/mg prqtein で
あ っ た . また ,補酵素非存在下で はYM 128は Y M-57029 に は変換されなか っ た .
4 . 考察
本章にお い て , 活性体の Y M-57029は強力 なin vitr o血小板凝集阻害活性を示
し,Fgと G PIIb/ⅠⅠIa の 結合をリガ ン ドの R G D配列 と競合 して阻害 した . YM -57029
の プ ロ ドラ ッ グ体で ある Y M 128は ピ ー グル 犬およ び カ ニ ク イザル で良好な
bioa v ailability を示 し, 強力 か つ 持続的な抗血小板作用を示 した . ピ ー グル 犬お
よび カ ニ クイザル に おける Y M 128 のbio a v ailbility は良好で あ っ た . さらに ,
Y M-5 702 9はpr o aggr egato ry作用 を殆 ど持 た ない こ とが示 された . ま た, Y M-5 7029
は モ ル モ ッ ト頚動脈血栓モ デル にて 有意な抗血栓作用を示 した .
G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬は血小板凝集 の共通甲最終段階で ある Fgと G PIIb/ⅠⅠIa の 結合
を阻害す る た め , あ ら ゆ る刺激によ る 血 小 板凝集 を阻害す る . 活 性 体 の
Y M-5 7029は A D P, コ ラ ー ゲ ン , TRA P,thro mbin 惹起 の ヒ ト血小板凝集を強く阻
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害した . 阻害活性 は S C-547 01 Aと ほぼ同等 で あり , R G D Sよりも 5,000倍以上
強 か っ た . Fg と GPIIb/ⅠⅠIa は , Fg の α 鎖の RGD 配列 また は †鎖 の C 末端 の
KqA G D V配列 を介 し て G PIIb/ⅠⅠIa に結合する . G PIIb/ⅠⅠIa (integrin αⅠIbβ3) 紘
integrin s upe血 mily に属 して お り, こ の integrin s upe血 mily に はリガ ン ドの R G D
配 列 と結合する数種類 の integrin が 存在す る こ と が知 られ て い る . そ こ で ,
Y M-57029 の integrin 特異性 を検討する ため, 精製 G PIIb/ⅠⅠIa および精製integrin
αⅤβ3, α Ⅴβ5, α5β1とリ ガン ドの 結合に対す る影響を検討 した . Y M-57029は Fg と
G P Ⅲb/ⅠⅠIa の 結合を特異的に 阻害 し, 他 の integrin とリ ガ ン ドと の結合を阻害 し
なか っ た . 一 方 , s c-54701 Aは GPIIb/IIIa と Fg の 結合を強く阻害 し, さらに そ
の 他 の integrin とリ ガ ン ドと の 結合を弱 い な が ら阻害 した . そ の 阻害活 性 は
RG D Sより弱 い ため, S C-54701 Aは G PIIb/ⅠⅠIa に十分特異的 で あると考えられた
が, 同 一 条件下にお い て Y M-5 7029は これ らの 結合を全く阻害 しない こ とか ら ,
両化合物 の G PIIb/ⅠⅠIa - の 作用部位が異な る 可能性が考えられた . ま た ,
y M-57 02 9は環状 R GD 含有 ペ プチ ドの血小板 - の結合を完全 に阻害 した . こ の
こ とは , Y M-57029 がリガ ン ドの R G D配列 と G PIIb/ⅠⅠIa の 結合を阻害する こ と
を示 して い る . また , Y M-5702 9と S C-5 4701 Aの 血小板凝集阻害活性は ほぼ 同
等で あ っ たが , 環状 R G D含有ペ プチ ドの 血小板 - の 結合阻害活性は Y M-57 029
が S C-54701A に比 べ て約 2 0倍強 か っ た . こ の こ とも y M-57029と S C-54701 A
が G PIIb/ⅠⅠIa の 異 なる部位■に結合す る こ と を示唆 して い る . Y M_57029は
G PIIb/ⅠⅠIa に特異的に結合 し, GPIIb/ⅠⅠIa と Fg の 結合を Fg上 の RG D配列 と競合
して 阻害する こ とに より→ , 種 々 の agonist で惹起される in vitr o血小板凝集を強く
阻害する こ とが示 され た. さ らに, YM -5 702 9と S C-54701A のG PIIb/IIIa の 結合
部位は異な る こ とが示唆された .
G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬 の pr o aggr egato ry 作用 は臨床試験における死亡率の増加 に関
与 して い る と考えられ て い るた め [67, 70, 71], Y M-5 7029および S C-54701 A の
pr o aggregatory 作用 を, 肉眼や濁度法 で は全く認識で きな い ような微小な凝集塊
の検出が 可能 な レ ー ザ 一 散乱粒子計測法に 基 づく高感度血小板凝集測定装置を
用 いて藷価 した 【8 9]. YM -5702 9は1pM の高濃度にお い て も小凝集塊が僅 か に
見 られ る の み で あり , 中お よ び大凝集塊は観察されな か っ た . - 一 方, o.1 pM
S C-54701Aおよび 0.1 m M R G D Sで は, 小凝集塊 の 形成が有意に見られた . さ ら
に , 1 m M R G DS では中お よび大凝集塊 の 形成が有意 に 認 め られ , 1 pM
S C-54701 A では有意な中凝集塊 の 形成が見られた . こ れ らの 結果 は , Y M-57 02 9
が S C-54701 Aや RGD Sに 比 べ て pr o ag gr egatory 作用 が弱 い こ とを示 して い る .
こ れ は ,Y M-57 029 の GPIIb/ⅠⅠIa- の 結合 で は G PIIb/ⅠⅠIa を殆 ど活性化 しない が ,
SC-54701 Aは O PIIb/ⅠⅠIa を活性化 して い るた めで はない か と考えられた. こ れ ま
で に , S C-54701 Aは,GPIb/ⅠIIa と の結合に より G PIIb/IIa の n e o epitope(LIB S) を
発現 させる こ とが知 られて い る 【80]. 一 方 , 予備検討 にお い て Y M-57029は LIBS
を誘導 しなか っ た . つ まり , SC-54701 A の結合 した後 の G PIIb/ⅠⅠIa が LIBS を発
現 し て い る こ と か ら , そ の G PⅡb/ⅠⅠIa は 活性化 状態 に な っ て い る た め ,
pr oag gr egatory作用 を示 したも の と考えられた . Y M-5 7029 の結合で は , G PIIb/ⅠⅠIa
は LIB.S を発現 しな い ため , pr o aggr egato ry 作用 が弱 い も の と考えられた . 従 っ
て , こ の こ とが両薬剤 で の pr o aggregato ry作用 の違 い を反映する もの と考えられ
た . ま た , 他 の 低分 子 G PIIb/ⅠⅠIa 括 抗薬 の 検討 に お い て , LIB S誘導 と
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proaggregato ry作用 が相関す る こ とが 報告されて い る [90]. さらに , integrin 特異
性 お よび環状 R G D含有 ペ プチ ドの 血小板 へ の 結合阻害活性 の.Y M-57 029 と
S C-54701 Aの 差 か ら, 両化合物の G PIIb/ⅠⅠIa - の結合部位は異なるこ とが示唆さ
れたが , 両化合物の pr o aggregatory 作用に対する違いも, こ の こ とを支持すると
考えられた ･ Y M-57 02 9 の弱 い pr o aggregato ry作用 は臨床的に有用 で あると考え
られるが, こ れ を証明するに は更 なる検討が必要 で ある .
Y M-57029は ピ ー グル 犬およ び カ ニ クイザル で の 血小板凝集を阻害 した . 阻害
活性は ヒ トに比 べ て , カ ニ クイザ ル で は ヒ トより2 - 4倍弱く , ピ ー グル 犬で は
20- 30倍弱か っ た . こ の ように種差 は あるも の の ピ ー グル 犬, カ ニ クイザル に
お い て Y M-57029が阻害活性を示す こ とか ら, 活性体の YM -57029およびプロ ･ド
ラ ッ グ体の Y M128 をそれぞれ ピ ー グル 犬お よびカ ニ クイザル に投与 し, e x vivo
血小板阻害作用, 出血 時間に 対する影響および薬物動態に つ い て 検討 した. ど
ー グル 犬 - の Y M-57029 お よび S C-5 4701 Aの静脈内投与後, ある い は Y M 128
お よび S C-5 4684 A の経 口投与後の 血小板凝集阻害作用 の作用持続はほ ぼ同等で
あ っ た . しか しながら, Y M-5 7029お よび Y M 128は S C-5 4701Aおよび S C_54684 A
の 約 1 0倍阻害作用が弱 か っ た . これ は, ピ ー グル犬に おけるin vitr oで の 血小板
凝集阻害活性に起 因する . また, カ ニ クイザル - の YM -57029 の 静脈内投与な
らび に経 口投与後 の 血 小板凝集阻害作用 は S C-54701 A の静脈内投与および
S C-54 684 A の経 口投与後の 血小板凝集阻害作用はそ の作用持続ならびに強度と
もにほ ぼ同程度で あ っ た . 一 方, y M 128 の経 口投与彼 の血小板凝集阻害作用は,
作用持続ならびに強度ともに Y M-5 702 9, S C-54684 Aを上回 っ て い た . また, 出
血 時間の 延長作用は血小板凝集阻害作用と相関 して い た .
Y M-57029は, モ ル モ ッ トで の頚動脈血栓モ デル にて , 用量依存的に か?有意
に抗血栓作用を示 した . 抗血栓作用 の 発現する用量は e x viv oの血小板凝集阻害
作用 の発 現する用量とよく相関 して い た . また , 有意な抗血栓作用を発現する
用 量で は出血時間を有意に延長 して い た . こ れ は, 他 の G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬にお い
て も同様で ある [91 胡】.
ピ ー グル 犬で の 薬物動態試験にお い て , Y M 128の bio a v ailability は3 2.4 %で あ
り , Y M-57029 の bio a v ailability (8.4 %)の 約 4 倍 高 か っ た . s c-54 684 Aの
bio a v ailability は 21.3 %と 報告 され て お り [94], Y M 128は SC-54 684 A の
bio a v ailability よりも良好で ある と考えられた . さらに, カ ニ クイザル にお ける
Y M128 の bio availabiltyは 22.2% であり, 良好な経 口 吸収性を示 した . また ,
YM128は ピ ー グル 犬 , カ ニ クイ ザル および ヒ トの 肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画分にて ,
効率的に Y M-57029 に変換された . 特に カ ニ クイザル で の 変換速度は ヒ トに近
か っ た こ とか ら, カ ニ クイザル でq)薬理作用および薬物動態 の結果は ヒ トで の
血小板凝集阻害作用と出血時間延長作用 の推定をする上 で有用 で あると考えら
れた .
以上 の結果より , 活性体 の Y M-57029 は 特異的に G PIlb/ⅠⅠIa と Fg の 結合を阻
害する こ とに より , 種々 の ago nist に より惹起するin vitr o血小板凝集を強く阻害
した ･ 阻害活性は, すで に臨床試験が行われた Ⅹemilofiban(S C-548684 A)の活性
体 の S C-54701Aとほ ぼ同等で あ っ た . 薬物動態試験にお い て プ ロ ドラ ッ グ体の
y M 128は ピ ー グル 犬 , カ ニ クイ ザル で強力 か つ 持続的な血小板凝集阻害活性を
示 し, 良好な経 口 吸収性 を示 した . しか しなが ら, y M 337とは異なり血小板凝
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集阻害作用 の 発現 に は 出血時 間の 延 長 を伴 っ て い た . 長期投与 にお ける 出血性
副作用 の 問題 は G PIIb/IIIa 括抗薬の 懸案 の - つ で あり , 今後臨床試験にお ける十
分な精査が必要 で あると考えられる . さ らに , 興味深 い こ と に Y M-57029 は
pro aggregato ry 作用 を殆 ど示 さ なか っ た . 一 方 , 同
一 条件下 で SC-547 01 Aは
pr oaggr egatory作用 を示 した . こ の こ とは , YM128 が充血栓作用を持たない経 口
G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬と して有用 で あ る可能性を示唆 して い る .
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終章 : 総括
本研究は,■ 血栓塞栓性疾患の治療薬と して の 抗血′ト板薬の 開発 を目的に行わ
れた . 病的血栓形成で は血小板が重要な役割を果た して いるた め, そ の 内科的
治療薬の 一 つ と して 抗血小板薬が広く使用され て い る . 近年, 血小板凝集の 典
通 の 最終段階が血小板 の GPIb/ⅠⅠIa と Fg の 結合で ある ことが解明され , こ の 結
合を特異的 に阻害する薬剤で ある G PIIb/ⅠⅠIa括抗薬は強力な抗血小板薬にな る こ
とが期待された . そ こ で , 血栓症急性期に お け る血栓性合併症の 予防と治療な
らびに 亜急性あ る い は慢性期にお ける 二 次血栓予防 へ の 適応を目的に注射薬お
よび経 口薬の GPIIb/ⅠⅠIa 括抗薬の探索を行 っ た .
第 1 牽 か ら第 4 章で は, 注射薬の GPIIb/ⅠⅠIa 括抗薬の 開発を目的に, ヒ ト
GPIb/ⅠⅠIa に対する マ ウ ス モ ノク ロ - ナル 抗体を C D Rgr a氏ing により ヒ ト化 した
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体の Fab フラ グメ ン トで ある Y M 33 7のin vitr o
,
e xviv oで の 抗
血小板作用,in viv oで の 抗血栓作用に つ い て 検討 した . y M 33 7 の in v tr oおよび
e x viv oで の 抗血小板作用 の検討で は , すで に欧米で 臨床応用され て い る ヒ ト ･
マ ウ ス キ メ ラ抗 G PIIb/ⅠⅠIa モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の Fab フ ラ グメ ン トで あ る
abcixim ab を対照薬と して 用 い た . 両薬剤はin vitro にお ける種 々 の agomistで惹
起される血小板凝集および静止 系で の 粘着蛋白質 - の 血小板粘着をほ ぼ同等に
阻害 した . また , 結合実験 にお い て 両薬剤 の親和性は同等で あ っ た が, 血小板
あたりの結合数は ,Y M 33 7が abcixim abの 1/2で あ っ た . また, Y M 33 7が G PIIb/IIIa
の みを免疫沈降さ せ る の に対 し, abcixim ab は GPIIb/ⅠIa とintegrin αⅤβ3 を免疫沈
降させ た . さらに , Y M 337が G PIIb/ⅠⅠIa と Fg の結合を特異的に阻害する の に対
し, abcixim ab はG PIIb/ⅠIIa と Fg の 結合ならび にintegrin αⅤβ3と Vn の結合を阻
害 した . こ の こ とか ら, 両抗体が認識する G PIIb/IIIa 上 の エ ピ ト ー プが異なる こ
とが示唆された . 以上 の 結果 か ら両薬剤は抗血小板作用 は同等で あ っ た が ,
integrin 特異性が異なり , 両抗体の 認識す る G PIIb/ⅠⅠIa 上の エ ピ ト ー プが異なる
可能性が示唆され ‥ ,両薬剤が異なる,性質を有する可能性が考えられた .
ア カゲザル - の静脈内投与試験 にお い て , Y M 33 7および abcixim ab は ともに
強力な血小板凝集阻害作用を示 したが, 出血 時間延長に対する影響に差が見ら
れた . 出血時間 の測定は , 測定方法, 施設等で結果が異な っ て くる が, 本研究
で は両 一 条件下に て 両薬剤を直接比較 した こ とか ら , 結果 の信頼性は高い もの
と考えられた . y M 337は血小板凝集を阻害す る血祭中濃度と出血時間を延長さ
せ る血簾中濃度に 明らか な帝離が認められたが , abcixim ab で は帝離が 認 められ
なか っ た .■ さらに , Y M 337は血小板凝集阻害活性 の消失 が abcixim ab に比 べ て
速か っ た . y M 337は abcixim ab に比 べ て 出血時間に 対す る影響が小さく , さら
に投与中止 に より速や か に 阻害活性が消失する こ とか ら, 薬効 コ ン トロ ー ル が
容易 で 出血性副作用 に 関す る安全性 の高い抗血小板薬に なる可能性 が 示 された .
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次 に Y M 337 の抗血栓作用をア カ ゲザ ル冠動脈血栓モ デル に て検討 した. ア カ
ゲザル の 冠動脈内 - 銅 コ イ ル を留置する こと に より 閉塞 性血栓を形成 し, 血栓
溶解薬で ある トP Aを用 い て溶解させ る際, y M33 7を併用す る こ とに よ っ て 血栓
溶解反応を促進する こ とが で き た . さらに 血流 の 再 開 通後 の 急性期再 閉塞を
Y M 33 7は有意に 阻害 した . そ の 際, y M 33 7は e x viv o血 小板凝集をほ ぼ完全 に
阻害 して い たが , 出血 時間 の 有意な延長 は 見 られ なか っ た . 一 方, 対照薬の ア
ス ピリ ン は ア ラキ ドン酸惹起血小板凝集をほぼ完全に 阻害する用量で , t-P A に
よ る血栓溶解促進作用ならびに急性期再閉塞 の 阻害効果 は 見 られな っ た . 以 上
より , Y M 33 7はin viv o血栓 モ デ ル にお い て 出血時間 を延長 しない 用量に て 抗血
栓作用を発現す る こ とが示 され た .
上記 の ように Y M 337が 出血 時間 に対する影響が小さ い 可能性が示されたが,
そ の メ カ ニ ズ ム は不 明 で ある . 近年, 血小板 の機能解析 にお い て , 血小板血栓
形成を反映する実験系と して流動条件下 にお ける内皮下 マ トリ ッ ク ス - の血 小
板粘着の解析が行われ ている . こ の 系 で は 血流の 影響と損傷血管壁 の存在を考
慮 して い る こ とか ら, 従来の 擾拝下 で の 液相 の 血小板凝集を測定す る系より生
理的 な動脈血栓の形成過程を, よ り正確 に反 映する も の と考えられ て い る . そ
こ で , 生理 的流動条件下 で の 血管内皮下 マ トリ ッ ク ス の 一 つ で ある コ ラ ー ゲ ン
表面 - の 血小板粘着に対する Y M 33 7お よび abcixim ab の効果を比較 した . 高ず
り速度下で の血小板粘着阻害作用 は 両薬剤で 同等で あ っ たが , 低ずり速度下 で
の 血小板粘着に対する Y M 337の 阻害作用 は高ずり速度下 で の 阻害作用より弱 か
つ た . 一 方, abcixim ab は高ずり速度および低ずり速度下で の 血小板粘着をほ ぼ
同等に阻害 した . 高ずり速度は , 冠動脈 の ような速 い 血流を反映 して おり , こ
の ようなずり速度下 で峠両薬剤は ほ ぼ同等の 阻害作用を示 した . y M 337は高ず
り速度下 で の 血小板粘着を優先的に 阻害する こ とか ら, 低ずり速度下 で の 血小
板粘着に影響がない 用量 にお い て血 小板血栓形成を効果的に 阻害できる もの と
考えられた. 一 方 , abcixim ab は高ずり速度下で の血栓形成と低ずり速度下で の
血栓形成を同 じ用量 にお い て 阻害する と考えられる . こ れ らの 結果が, y M 337
が出血時間を延長 しな い 用量 におい て ex viv o血小板凝集を阻害し, in viv oで抗
血栓作用を示すこ とを説 明する - つ の根拠 になる も の と考えられた .
こ の ように, YM337 は強力 な血 小板凝集阻害作用 を有 し, コ ン トロ ー ル が容
易で , 安全性の高い GPIb/ⅠⅠIa 括抗薬に なる ことが期待された . しか し, Y山337
は蛋白質で ある こ と か ら, そ の 臨床応席は注射薬と して 血栓症急性期に使用が
限定される . そ こ で ,経 口投与 可能な低分子経口 GPIIb/ⅠⅠIa括抗薬の探索を行 い ,
強力 な抗血小板作用 を有す る Y M-57029を発見 した . さらに, Y M-57029 のプ ロ
ドラ ッ グ体の Y M 128が良好な経 口吸収性 を有する こ とを見 出 した . y M-57 029
は種 々 の
'
ago nist により惹起され る血小板凝集を阻害 し, G P H b/ⅠⅠIa と Fg の 結合
を特異的に 阻害 した . また, y M-57029 は モ ル モ ッ ト頚動 脈血栓 モ デ ル にお い て
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強力 か つ 用量依存的な抗血栓作用を発現 した . さらに , プ ロ ドラ ッ グ体の Y M 128
は ピ ー グル 犬 , カ ニ クイ ザ ル にお い て強 力 か つ 持続的な血小板凝集阻害作用を
示 し, 良好 な経 口吸収性 を示 した . また , Y M 128は ピ ー グル 犬 , カ ニ クイザル
および ヒ ト肝臓 マ イ ク ロ ソ - ム 画分にお い て Y M-57029に効率的に変換され ,
特 にカ ニ クイザル の お ける Y M 128 の Y M-57029へ の 変換速度はヒ トに近か っ た
こ とか ら, カ ニ クイ ザル で の 薬理作用および薬物動態の結果がヒ トで の 薬理作
用や薬物動態の 予測に役立 っ と考えられた .
これまで数種類の低分子経 口 G PIIb/ⅠⅠIa措抗薬の臨床試験がすで に実施された
が , 期待 通 り の 結果 を示 さ な か っ た . 本 研 究で 対 照薬に用 い た x e milofiban
(SC-5 4684 A) もす で に臨床試験が行われたが , その 大規模臨床試験 (E X CIT E)
に お い て 有効性が見出されず, 死 亡 率が却 っ て増加する傾向を示 した . 低分子
経 口 GPIIb/ⅠⅠIa括抗薬が有効性を示せ な か っ た原因に つ い て , 塊つ か の 考察がな
されて い るが, 死 亡 率増加 の原 因が血栓形成 の ためで あ る こ とか ら , 化合物の
pr o aggr egato ry作用 がそ の
- 因で あると考えられた . こ の pr o aggr egato ry作用は ,
化合物が GPIIb/ⅠⅠIa に結合す る こ と に より, GPIIb/ⅠⅠIa が活性化 し, その 後化合
物が G PIIb/ⅠⅠIa か ら解離 して も G PIIb/ⅠⅠIa が活性化された状態で ある ため, Fg等
の リガ ン ドが結合する こ とがで き , 最終的に血小板凝集が惹起され る とい う現
象で ある . 幾つ か の G PIIb/ⅠⅠIa 括抗薬が こ の ような作用を示す こ とが報告されて
い る ･ 本研 究にお い て , Y M-57029は proag gregatory 作用 をほ とん ど示 さなか っ
たが, 同 一 条件下 で検討 した S C-54701 Aは pr o aggr egato ry 作用を示 した .. こ の
pr o aggrega土ory作用 は G PIIb/ⅠⅠIa 上 の LIBS発現作用と相関する こ とが知 られて お
り, S C-54701Aは LIBS を発現す る こ とが報告されて い る . また , 予備検討で は
Y M-57029は LIBS を 発 現 し な か っ た . 以 上 の こ と よ り , Y M-57029 は
pr o ag gr egatory 作用 をほ とん ど持たな い こ とが示唆された . 従 っ て , Y M 128は有
用 な経 口 G PIIb/IIa 括抗薬に なりうる と考えられ , これまで の経 口 G PIIb/ⅠⅠIa 括
抗薬とほ異なる性質を持 つ 可能 性が示唆された .
以上 の結果 か ら, ･ 血栓症治療における抗血小板薬と して , 薬効 コ ン トロ ー ル
が容易で , 安全性が高い Y M 33 7は急性期の治療薬と して有用で ある . また, 良
好 な経口吸収性を示 し, 従来 の 低分子 GPIIb/ⅠⅠIa結抗薬とは異なる性質を有する
Y M 128は , ア ス ピリ ンやチ ク ロ ピジン に取 っ て代わる強力な抗血小板薬と して ,
亜急性期ある い は慢性期に お い て高い有効性を示す こ とが予想される . 今後 ,
こ れ らの 薬剤が臨床試験にお い て そ の 有効性と安全性が確認され , 血栓症の 予
防や治療に貢献する薬剤となる こ とを期待する .
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